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Introduction générale

Introduction générale

Le diabéte sucré représente I'une des plus grandes menaces a la santé mondiale
moderne. Son incidence est en augmentation rapide. En 2000, I'organisation mondiale de la
santé (OM S) a indiqué que 177 millions de personnes ont été touchées par le diabete dans le
monde entier, mais en 2025, ce chiffre devrait sSélever a plus de 347 millions (OMS, 2011).
Desfacteurstels que I'obésité, la croissance démographique et le vieillissement sont en grande
partie responsables de cette maladie (Wild et al., 2004).

Le diabéte a été associé a des troubles de la reproduction chez les hommes et les
femmes (Amaral et al., 2008). Des atérations de la reproduction méales ont été largement
signalées chez des personnes atteintes de diabéte (Scarano et al., 2006). Environ 90% des
patients diabétiques ont des troubles de la fonction sexuelle, y compris une diminution de la
libido, I'impuissance et I'infertilité (Cameron et al., 1990).

Le diabete sucré peut affecter la fonction reproductrice méle a plusieurs niveaux en
raison de ses effets sur le contrble endocrinien de la spermatogenése, la spermatogenése elle-
méme ou par |'atération de I’ érection et I'§aculation (Agbaje et al., 2007).

L'insuline est une hormone hypoglycémiante produite principalement par les cellules 3
du pancréss et elle est importante pour |a promotion de la croissance, la différenciation et le
meétabolisme dans les cellules somatiques. De plus, il a éé montré que I’insuline joue un réle
central dans la régulation de la fonction gonadique. Il a éé montré que I'insuline pourrait
jouer un role dans I'amélioration des paramétres de la mobilité du sperme humain, comme en
témoigne I’ augmentation de la mobilité totale et progressive ainsi que les caractéristiques de
I'hyperactivation du sperme, VCL et ALH (Lampiao et al., 2008).

Chez les hommes touchés par le diabéte insulino-dépendant, les spermatozoides ont
des défauts structurels graves, la mobilité est significativement plus faible et la capacité est
moindre a pénétrer les ceufs (Baccetti et al., 2002). I a été également démontré que les deux
membranes plasmiques des spermatozoides et de I'acrosome représentent des cibles
cytologiques de l'insuline (Silvestroni et al., 1992).

Une autre étude a démontré que le glucose améliore de maniére significative la mobilité
des spermatozoides et leurs capacitations (Andrew et al., 2001).
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Aquila et ses collaborateurs (2005) ont montré que I'insuline est exprimee, est excrétée
dans les spermatozoides de I’homme, ces derniers régulent d’une fagon autocrine leur
utilisation de glucose (Aquila et al., 2005).

L’ objectif de la présente étude, est de démontrer |’effet de I’insuline sur les différents
parametres de mobilité des spermatozoides, ainsi que I'influence de cette hormone sur

I’ utilisation de glucose par les érythrocytes et |es spermatozoides humains.
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Chapitrel Généralitésur lediabete

|.1. Concept et historique

Les premiers signes du diabéte ont été décrits il y a plus de 3 000 ans en Egypte par un
scribe qui avait noté sur un papyrus que certaines personnes se mettaient subitement a boire et
a uriner abondamment. Une centaine d’ années avant notre ére, le nom de diabete fut pour la
premiere fois prononcé par un médecin grec (Arretée de Cappadoce). Le terme de diabéte qui
vient du Grec diabéte, « passer atravers », était destiné a caractériser des personnes ayant une
maladie dramatique qui entrainait une mort rapide chez des sujets jeunes. Ainsi était decrite
100 ans avant Jésus-Christ (JC) une maladie qui est connue aujourd’hui comme éant le
diabéte de type 1 (Monnier et al., 2010). Ce n'est que 1 500 ans apres JC gu’un médecin
européen (Paracelsus) mit en évidence dans les urines des diabétiques une substance qui se
présentait comme une poudre blanche. A cette époque, cette substance qui était du glucose fut
confondue avec du sel. Cent ans plus tard (1600 aprés JC), on découvrit que les urines des
diabétiques avaient un golt sucré. Le terme de diabéte sucré (diabetes mellitus) fut utilise
pour la premiere fois (Monnier L et al. 2010). Il fallut une centaine d’ années supplémentaires
(1700 ans aprés JC) pour que Thomas Cawley découvre que la substance présente en
abondance dans I'urine des diabétiques était un sucre. En 1800 apres JC, Langerhans
découvre en Allemagne les ilots pancréatiques qui porteront ultérieurement son nom. Au
moment de la découverte de ces petites structures tissulaires dont la masse totale ne dépasse
pas 2 g, soit I"équivalent du volume d’un demi-dé a coudre, Langerhans n’en identifia pas la
fonction. Ce n'est que plusieurs décennies plus tard que Von Mering et Minkowski
démontrerent que |’ exérese totale du pancréas entrainait le diabete. En 1902, Eugene Opie
découvre que les diabétiques sont porteurs d’'une dégénérescence des ilots pancréatiques
(Monnier et al., 2010).

|.2. Définition du diabete sucré

Le diabete sucré est un trouble métabolique caractérisé par la présence dune
hyperglycémie attribuable a un défaut de la sécrétion d’insuline et/ou de I’ action de I'insuline
(Association canadienne du diabéte, 2008).

L'hyperglycémie chronique due au diabete est associée a une atteinte et a un
dysfonctionnement de plusieurs organes notamment les yeux, les reins, le ceceur et les
vaisseaux sanguins. L'hyperglycémie aigué, quant a elle, est caractérisée par une

symptomatologie incluant la polyurie, la polydipsie et la perte de poids associée parfois a une

3
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polyphagie et a des troubles de la vision. Des troubles de la croissance et une susceptibilité a
certaines infections peuvent également étre observés chez certains diabétiques. Le syndrome
hyperosmolaire et |'acidocétose sont les complications aigués les plus graves (Drouin et al.,
1999).

|.3. Classification

La classification du diabete a longuement été revue et révisée depuis sa premiere
classification en 1979. Finalement, I’ Association Américaine du diabéte (ADA) a proposé de
nouveaux criteres de diagnostic ainsi qu’ une nouvelle classification selon laquelle le diabete
est primaire ou secondaire.

1.3.1. Lesdiabétes primaires

Les diabétes primaires sont classés en 3 types: le diabéte du type 1 (environ 5 a 10%de
la population diabétique), le diabéte du type 2 (90 a 95%) et le diabéete gestationnel.

1.3.1.1. Le diabéte du type 1(TD1) ou diabéte insulinodépendant (DID), représente
environ 10% des cas de diabéte mondiaux (Peter Riesch et al., 2002). Il apparait le plus
souvent chez |’ enfant et |e jeune adulte, ¢’ est pourquoi il est aussi appelé « diabéte juvéniles »
(Grimaldi et al., 2001). C'est une maadie auto-immune conduisant & une destruction
sélective et progressive des cellules B pancréatique, productrice de I’insuline (Boitard, 2002 ;
Thivolet, 2002).

Cette destruction résulte de la production d’ auto-anticorps dirigée contre les antigenes des
cellules B, elle semble apparaitre chez des sujets génétiquement prédisposés (Boitard, 2002).
Ce processus de destruction entraine une carence en insuline absolue et définitive responsable

de I’ apparition d' une hyperglycémie chronique permanente (Grimaldi et al., 2001).

1.3.1.2. Le diabéte du type 2(TD2) ou non insulino-indépendant (DNID) est de loin la
forme de la maladie la plus fréquente puisqu’ elle présente 90% des cas mondiaux (King et
al., 1998). Le diabéte du type 2 est aussi appelé « diabéte mature » car il survient le plus
souvent chez |’ adulte (Peter Riesch et al., 2002).

Sa caractéristique principale est I'insulinorésistance des tissus cibles (diminution de
I’action inhibitrice de la production endogéene et de I’action stimulatrice de I’ utilisation
périphérique du glucose de I'insuling) qui entraine une hyperinsulinémie réactionnelle
(Rigalleau et al., 2007). Le diabete du type 2 touches principaement 4 principaux organes:
le pancréas, le tissu adipeux, le foie et le muscle. Une dysfonction au niveau des cellules 3

engendre une sécrétion insuffisante de I’ insuline (INS). Une atération au niveau du foie mene

4
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a une surproduction du glucose hépatique. Au niveau des tissus adipeux, on remarque une
activation de la lipolyse menant a un taux anormal des acides gras (AG). Une anomalie au
niveau du muscle conduit a une diminution de I’ absorption du glucose et de son utilisation.

Tous ces facteurs menent a une hyperglycémie (Stumvoll et al., 2005).

Tableau 1: Comparaison DT1 et DT2 (Grimaldi et al., 2004)

Diabétedetype 1 Diabéte detype 2
Patient type Jeune < 20ans, maigre > 40 ans
IMC < 25kg/m2 > 27 surcharge pondérale
Présentation Découverte fortuite,
Début brutal, syndrome _
Asymptomatique
Pathologie Destruction auto-immune des | Résistance al’insuline,
cellules B (>80%) ou Baisse de la sécrétion
idiopathique (auto-anticorps o
Insulinique
absents)
Cétonurie Modérée aimportante Négative afable
Heérédite Faible ou absente Hérédite familiale

1.3.1.3. Lediabéte gestationnel

Le diabéte gestationnel est défini comme une intolérance au glucose qui survient ou qui
est identifiée pour la premiére fois durant la grossesse. Ce type de diabéte survient au cours de
la grossesse, surtout pendant le 2e ou 3e trimestre ou les besoins en insuline sont beaucoup
plus importants qu’ en temps normal. De plus, certains facteurs tels que les hormones de

croissance et placentaires diminuent |’ action de |’ insuline (Landon et al., 2009)

1.3.2. Lesdiabétes secondaires

Les autres types de diabétes sont souvent appel és diabétes spécifiques, puisqu’ils sont liés
a une cause bien définie. Ces causes peuvent étre de nature génétique, comme le diabéte
MODY (Maturity Onset Diabetes Of the Young), et affecter la fonction des cellules B. Le

diabéte secondaire peut aussi étre découlée de I’ évolution d’une autre maladie, tels que les
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maladies endocrines (Syndrome de Cushing, hyperthyroidie), les maladies du pancréas
(pancrédtite, cancer du pancréas) et les maladies du foie (cirrhose, hépatite C). Certains
meédicaments comme les corticoides peuvent aussi induire ce type de diabéte (Stumvoll et al.,
2005).

|.4. Epidémiologie

Le diabéte représente un probléme de santé publiqgue majeur dont I'ampleur grandit
d année en année en raison de la transformation du mode de vie et de I’allongement de
I’ espérance de vie (L efebvre, 2005).

2003 = 189 millions
2025 = 324 millions
Augmentation 72%

Figure 1 : Estimation du nombre de personnes touchées par |e diabéte dans |le monde en 2003
et évaluation du nombre attendu en 2025. [Chiffres de la Fédération Internationale du
Diabete(FID)] (L efébvre, 2005)

En 1980, on estime a environ 347 millions de personnes qui sont diabétiques dans le
monde (Danael et al., 1980).

L’ Algérie n’ échappe pas a |’ épidémie du diabéte, celle-ci répond pratiquement aux mémes

changements de conditions de vie constatées dans le monde. En effet, le changement de mode
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de vie, I'importance de I’ exode rural, la sédentarité et le changement du mode aimentaire,
sont des facteurs favorisant I’ augmentation de la prévalence du diabéte.

L’ estimation la plus récente indique que la prévalence serait de 7,4 % en 2010 pour la
tranche d’ &ge 20-79 ans. Les études réalisées en Algérie sur des échantillons réduits, montrent
des chiffres différents selon la région étudiée. Les résultats de I’ é&ude réalisée entre 1997 et
1998, sur une population de la wilaya de Sétif dans I’ Est algérien, portant sur un échantillon
de 1457 sujets &gés entre 30 a 64 ans, montre une prévaence de diabete de 8,2 % dont 50 %
de cas méconnus et sans différence selon le sexe, ni entre le milieu urbain (7,3 %) et rural
(9,7%). La prévaence de I'intolérance au glucose était de 7,1 % (Malek et al., 2001). Une
autre étude effectuée dans I’ Ouest Algérien sur 7656 individus en 2004 et 2006, a révélé une
prévaence de 10,5 % pour le diabete du type 2 et de 3,7 % pour le type 1. Cette prévaence
globale est de 15,3 % en milieu urbain et de 12,9 % en milieu rura (Zaoui et al., 2007). Ces
chiffres basés sur des petits échantillons sont une estimation parcellaire.

Il est essentiel de noter que la prévalence du diabéte augmente avec I’ &ge et varie selon le
sexe. De laméme fagon, d’ apres une étude Américaine NHA-NES 111, la prévaence entre 20
et 39 ansest de 1,1 % et monte a 12,6 % entre 60 et 74 ans (Sauvanet, 2007).

Le terme de diabéte recouvre en fait deux maladies bien distinctes:

M typel
WTYPEZ

Figure 2: Répartition des diabétes type 1- type 2
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Parmi les deux diabétes, le diabéte du type 2 est celui qui suscite le plus d’inquiétude en
terme de santé publique. Ce diabéte est attribué, en grande partie, a une modification des
habitudes alimentaires associée a une sédentarité croissante (mécanisation du travail et des
transports, baisse des activités physiques de loisir). C'est pourquoi, I’ Organisation Mondiale
de la Santé (OM S), consciente de I’ampleur du phénomeéne, alancé en octobre 2001 un vaste
programme mondia de prévention préconisant une consommation accrue de fruits et de
légumes, une augmentation de la fréguence des activités physiques, une diminution de la

consommation d’ alcool et une lutte contre le tabagisme (L efébvr e, 2005).

|.5. Physiopathologie du diabéte

La physiopathologie du diabéte peut s expliquer par I’ apparition d’ une ou de plusieurs
anomalies dans le déroulement physiologique du pancréas endocrine, allant de la synthése de
I"insuline & ses effets cellulaires.

1.5.1. Physiopathologie du diabéte du type 1

Le diabéte du type 1 se caractérise par la destruction des cellules B pancréatiques (cellules
insulino-sécrétrices) par un processus auto-immun conduisant & un déficit en insulino-
secrétion (Tournant et al., 1998).

L’hyperglycémie apparait lorsque 80 a 90 % des cellules  ne sont plus fonctionnelles. Ce
processus auto-immun se déroule sur plusieurs années avant |’ apparition du diabete (5 a 10
ans). Cependant, il intervient sur un terrain génétique susceptible (au moins 10 génes en
cause) et souvent alasuite d’ un facteur déclenchant.

La destruction des cellules B 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. Au cours de cette réaction sont produits des auto-
anticorps dirigés contre certains antigenes pancréatiques. Ces auto-anticorps n’ ont pas en eux-
méme de réle pathogéne mais sont des marqueurs fiables du déroulement du processus auto-
immun pathologique (Menon et al., 2011).

Ces anticorps sont essentiellement au nombrede 4 :

e Lesanticorps anti-ilots (islet cell antibody: ICA).

e Les anticorps anti-GAD (glutamate acide décarboxylase). Ces anticorps sont dirigés
contre une enzyme ubiquitaire mais qui est exprimée au niveau pancréatique. Leur
présence traduit I’ existence d’ un processus auto-immun dirigé contre les cellules B du

pancréas.
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o Lesauto-anticorps anti-insuline, retrouvés surtout chez I’ enfant.
e L’anticorps anti-lIA2: ¢'est un anticorps dirigé contre une phosphatase membranaire
des cellules B (Grimal, 2000).

|.5.2. Physiopathologie du diabéte du type 2

Maadie hétérogéne, multifactorielle, ou se conjuguent des facteurs héréditaires et
environnementaux, le diabéte du type 2, débuterait par une insulinorésistance (Raccah et al.,
1999). Cette insulinorésistance survient sur un terrain génétique, mais on ne connait pas les

genesimpliqués (Menon et al., 2011).

Parmi les principaux facteurs cliniques en cause dans I'insulinorésistance, on distingue
I’obésité, la répartition abdominale sous-cutanée et encore viscérale des graisses. La
sédentarité, quant aelle, multiple le risque de diabéte par 2 (Bauduceau et al., 2009).

On peut également tenir compte d'un facteur génétique. En effet, la répartition
topographique du tissu adipeux et la variation typologique du tissu musculaire dépendraient
de facteurs hormonaux et environnementaux comme le stress, |’ alcool et le tabac. Le sujet agé
cumule lui aussi plusieurs facteurs d’insulinorésistance. Enfin, I’hypertension artérielle et
I"augmentation des triglycérides et la baisse du HDL cholestérol apparaissent comme des
conséquences de I'insulinorésistance et sont fréquemment associées au diabete du type 2
(Bauduceau et al., 2009).

De plus, apres plusieurs années, le pancréas, fatigué de cette stimulation permanente, ne

produit plus suffisamment d’insuline : ¢’ est I'insulino-déficience (Bauduceau et al., 2009).

|.6. Diagnostic et symptémesdu diabéte

Une personne est diagnostiquée comme étant diabétique quand elle présente une glycémie
ajeun de 1.26 mg/L ou 7,00 mmol/L. Le diagnostic de diabete peut étre établis de trois fagons
différentes, qui, en I’ absence d’ une hyperglycémie évidente devront étre confirmées par une

deuxieme mesure (Drouin et al., 1999).

Le diagnostic du diabéte du type 1 (TD1) repose sur lamise en évidence, dans le serum des
sujets atteints, d’ autoanticorps (anticorps anti-ilots de Langerhans [ICA, islet cellantibodies],
anticorps anti-GAD [Anti-décarboxylase de I'acide glutamique], anti- IA2 [anti-tyrosine
phosphatase]) (Dussoix et al., 1997).
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Il est diagnostiqué par une glycémie élevée ains que par la présence d’auto-anticorps
(contre les Tlots pancréatiques et contre |’'insuline) dans la circulation sanguine. Le diagnostic
de la maladie doit se faire rapidement pour débuter I'insulinothérapie (injection d’insuline
exogene) et préserver le maximum et le plus longtemps possible, e peu de cellules 3 restantes
intactes (Spinas et al., 2001).

Le diabéte du type 2 peut étre variable d' une personne a |I'autre. Le patient peut étre
asymptomatique et la découverte du diabéte se fait alors al’ occasion d'un bilan de santé ou
une hyperglycémie ou une glycosurie peuvent étre détectées. Le plus souvent,
I'hyperglycémie modérée est insidieuse (Chups diabétologie).

II'y a quelques symptébmes communs associes au diabéte, incluant la polydipsie (soif
excessive), polyurie (urines abondantes), polyphagie (faim excessive), fatigue, perte de poids
inhabituel, infections vaginales pour les femmes atteintes de cette maladie, irritabilité, vision
floue (Canadian Diabetes Association, 2008)

|.7. Traitement du diabéte

Le traitement aura pour objectif d’ augmenter I’ espérance de vie en prévenant les
complications gréce a un bon contréle métabolique.

1.7.1. Traitement dediabétedu typel

Le diabéte du type 1 réclame bien entendu un traitement par insuline. La crise
acidocétosique, en plus d'un traitement intensif par de I'insuline ordinaire (action rapide), est
une situation d'urgence et de réanimation hydro-électrolytique (Hennen, 1996).

Thérapie intensive se compose de trois ou plusieurs injections quotidiennes d'insuline ou
d'un traitement avec la pompe a insuline externe, avec gjustement de la dose sur la base d'au
moins quatre autosurveillance de mesure du glucose par jour. L’objectif de glycémie
guotidienne était de 0,7 a 1,20 g par litre (3,9 a 6,7 mmol par litre) avant les repas et les
niveaux de créte de moins de 180 mg par décilitre (10,0 mmoles par litre) apres les repas
(Nathan et al., 2005).

1.7.2. Traitement de diabéte du type 2

Le traitement du diabete du type 2 (DT2) doit étre précoce, comportant des mesures
hygiéno-diététiques indispensables mais insuffisantes pour controler seules la dérivée
glycémique (Halimi et al., 2008). Les patients diabétiques du type 2 sont d'abord traités par

des mesures hygiéno-diététiques (MHD), qui doivent étre poursuivis a toutes les étapes. Le
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recours aux antidiabétiques oraux (ADO) alieu lorsgue les MHD ne suffisent plus a controler
laglycémie: HbAlc > 6 % (Haute Autorité de Santé, 2007).

Des antidiabétiques oraux (ADO) et I'insuline ont fait la preuve d'une efficacité
métabolique et de prévention des complications. Toutes les recommandations suggerent la
mise initiale sous metformine, puis le passage sans retard en bithérapie, voire trithérapie, avec
les molécules existantes (sulfamides hypoglycémiants d’abord, thiazolidinediones (TZD)

ensuite), puis un passage al’insuline (Halimi et al., 2008).

1.7.2.1. Priseen charge non médicamenteuse

Letraitement du diabéte du type 2 chez |a personne tres agée doit se faire de préférence de
maniére progressive: la premiére étape consiste afaire suivre au patient des mesures hygiéno-
diététiques (exercices physiques, éducation et régime alimentaire). Cette intervention suffit
pour pas mal des patients, les médicaments n’ éant alors pas nécessaires (Janssens et al.,
2006).

1.7.2.2. Lesclassesd'antidiabétiques oraux

Il existe plusieurs classes d'antidiabétiques oraux telles que: les inhibiteurs de |'apha-
glucosides, les biguanides, les sulfonylurées, les méglitinides, les thiazolidinediones (TZD)
etc. Les insulinotropiques (sulfonylurées et méglitinides) stimulent la sécrétion pancréatique
dinsuline. Les biguanides et les TZD sont des insulino-sensibilisants, ils diminuent la
résistance des tissus a l'insuline. Les inhibiteurs de |’ alpha-glucosides bloquent |'absorption
intestinale des glucides (Cheng et al., 2005).

Les médicaments destinés a normaliser la glycémie dans |e diabete du type 2 sont :
4+ Lesbiguanides
Lametformine et ses dérives:
Ont un effet anti-hyperglycémiant. Ne stimule pas la sécrétion d’insuline. Réduit la
production hépatique de glucose en inhibant la néoglucogenese et la glycogénolyse.
Au niveau musculaire elle augmente la sensibilité a I'insuline. Au niveau intestinal, elle
retarde I’ absorption du glucose. Effet bénéfique sur le métabolisme lipidique (Cheng et al.,
2005 ; Grimaldi et al., 2007; Halimi et al., 2008).
+ Lesprincipaux insulinosécréteurs

Les sulfamides hypoglycémiants (les sulfonylurées) :

11
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Diminue la glycémie par stimulation de la sécrétion d’insuline par les cellules B des ilots de
Langerhans pancréatiques. Diminue |’insulinorésistance par I'augmentation de la sensibilité
tissulaire al’insuline (Cheng et al., 2005 ; Grimaldi et al., 2007; Halimi et al., 2008).

+ Lesinsulinosécréeursnon sulfamidés
Les glinides : ayant une action similaire aux sulfamides hypoglycémiants mais avec une
durée d’action plus courte, stimulent la sécrétion d’insuline par les cellules B, en fermant les
canaux potassiques, entrainant une ouverture des canaux calciques, ainsi I’ entrée de calcium
induit la sécrétion d'insuline (Cheng et al., 2005; Grimaldi et al., 2007; Halimi et al.,
2008).

4+ Les inhibiteurs des o glucosidases (Acarbose et autres)
Agissent au niveau du tube digestif, en bloquant les enzymes (a-glucosidases) responsables de
la dégradation des polysaccharides et ils ralentissent I’ absorption des amidons. N'entrainent
pas d’ hyperinsulinémie (Cheng et al., 2005 ; Grimaldi et al., 2007; Halimi et al., 2008).

L'élévation glycémique postprandiale peut étre réduite en agissant sur la motricité
digestive, en particulier la vidange gastrique, la digestion des glucides ou I|'absorption
intestinale du glucose (Blicklé et al., 1999).

+ Lesglitazones ou thiazolidinediones (TZD)
Augmentent la sensibilité musculaire et hépatique al’insuline, ce sont des agonistes sélectifs
des récepteurs PPAR-y (Peroxysome Proliferator Activated Receptory —y). Diminue la
production hépatique de glucose, et augmente I'utilisation tissulaire du glucose en cas
d’insulinorésistance (Cheng et al., 2005 ; Grimaldi et al., 2007; Halimi et al., 2008).

+ L'insulinothérapie

L’'insuline est I’agent hypoglycémiant par excellence, et aucune dose maximae n’est

imposée. L'insuline peut étre introduite dans le traitement des diabétiques du type 2
répondants insuffisamment aux mesures hygiéno-diététiques et aux médications
antidiabétiques orales (Perlemuter, 2002). Cette hormone exerce principalement son action
dans le muscle squelettique. L’insuline est offerte en différents types de préparations a action
rapide, intermédiaire ou prolongée. Il existe également des préparations prémélangées
contenant une insuline a action rapide et une insuline a action intermédiaire dans des
proportions variables. Ces insulines sont administrées a |I’aide d’une seringue a insuline ou
d'un stylo injecteur, ou par perfusion sous-cutanée au moyen d'une pompe a insuline
(Buysschaert, 2006).

12
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1.8. Complicationsdu diabéte

1.8.1. Complications métaboliques aigués

Tout diabétique peut un jour présenter des désordres métaboliques graves, constituant une
urgence thérapeutique. Les complications métaboliques aigués peuvent émailler |’ évolution

d’un diabéte, quel que soit son type.

1.8.1.1. L’acidocétose diabétique

L’ acidocétose diabétique est due a une carence totale ou partielle en insuline, ce qui
provoqgue des troubles du métabolisme des glucides, des protéines et des lipides (Brunner et
al., 1998).

Elle se manifeste principalement par: (1) la déshydratation; (2) 1a perte éectrolytique; (3)
I'acidose. Quand il y a carence en insuline, la quantité de glucose qui pénétre dans les cellules
diminue, et le foie produit un exces de glucose. Ces deux facteurs provoquent I'hyperglycémie
puis la polyurie, laquelle entraine la déshydratation et la perte électrolytique. Les patients
atteints d'acidocétose grave peuvent perdre en moyenne 6,5L d'eau par jour. L’acidocétose
diabétique saccompagne aussi d'une production excessive de corps cétoniques causée par
I'absence de I'insuline. Les trois principales causes de |'acidocétose diabétique sont: (1) la
réduction ou I'oublie d'une dose dinsuline; (2) une maadie ou une infection; (3) un diabete

non diagnostiqué ou non traité (Brunner et al., 1998).

1.8.1.2. Le Coma hyperosmolaire

Rare, il sobserve presgue toujours chez des sujets agés habituellement porteurs d'un
diabete du type 2. La cause la plus fréguente est une infection: broncho-pulmonaire, cutanée,
urinaire... parfois, le facteur déclenchant est d'origine médicamenteuse (diurétiques).
Le coma hyperosmolaire est d'installation tres progressive, accompagné d'un déséquilibre du

diabete avec déshydratation majeure et tendance au collapsus (M olinier et al., 2007).

1.8.1.3. L’acidose lactique

L’ acidose lactigue est une situation rare et grevée d'une mortalité de 50%.
L’ acidose lactique est une acidose métabolique organique due a une accumulation d'acide
lactique par augmentions de sa production en diminution de son utilisation (Ichai et al.,
2011).
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1.8.1.4. L"hypoglycémie

Est la complication aigué dont le patient diabétique est le plus souvent atteint. Les causes
sont: exces d' utilisation de I’insuline ou de sulfamide, activité physique intense, interactions
meédi camenteuses, saut d’ un repas etc.
Son installation peut étre brutale ou progressivement marquée par des sueurs, palpitations,
tremblements, sensations de faim, évoluant vers un coma agité avec des signes neurol ogiques
focalisés (Sarles, 1986).

1.8.2. Complications chroniquesdu diabéte

Pendant des années, I’exces de sucre dans le sang fait silencieusement son travail de
destruction au niveau de toutes les arteres. Les vaisseaux s obstruent et les organes ne sont
plus assez irrigués ce qui conduit a un dysfonctionnement des différents organes. L’ atteinte
des nerfs et des vaisseaux entraine des complications.

Les complications chroniques du diabete sont de deux types, micros vasculaires et macros
vasculaires (Stratton et al., 2000). Les complications micros vasculaires regroupent la
néphropathie (reins), la rétinopathie (yeux) et la neuropathie (nerfs). Les complications
macros vasculaires constituent la maladie cardiague (cceur), l'accident vasculaire cérébral
(cerveaun) et la maladie artérielle périphérique (pieds et autres) qui est la principae cause de
morbidité et de mortalité chez les diabétiques (Marc Frere, 2011).
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Chapitrell Insuline

[1.1. Historique

Les travaux de Langerhans et Minkowski ont permis d'identifier au XIXeme siecle un
facteur issu du pancréas (plus tard appel € insuline) comme étant impliqué dans le diabete.

La présence denzymes digestives dans le pancréas exocrine entourant les ilots est
certainement a I’origine des échecs des premieres tentatives de purification de I’insuline,
datant du X1Xeme siecle.

C'est au début de I'année 1921, que Banting et Best, associés a Macleod, commencent a
purifier I'insuline. Ainsi, ils montrent les effets hypoglycémiants d’ extraits de pancréas
injectés a un chien (Banting et al., 1922). En 1922, avec I'aide du chimiste Coallip, ils
réussissent a préparer I’insuline et |” utilisent pour soigner un jeune patient diabétique. Le réle
central de I'insuline dans le contrdle du métabolisme de I’ organisme a donc ainsi été mis en
évidence. Banting et Macleod recevront le Prix Nobel en 1923 pour leur découverte. Cette
découverte a conduit a la production industrielle de I'insuline a partir de pancréas de beeuf et
de porc dans un premier temps. Il aura falu attendre 1953 pour que Sanger décrive la
séguence primaire de cette protéine. L’identification de la structure de la proténe permettra
ensuite de produire une insuline recombinante a partir des années 80 (Banting et al., 1922).

I1.2. Définition

L’insuline est un polypeptide de taille plutét modeste, d’ un poids moléculaire d environ 6
kDa. C'est un hétérodimére constitué de deux chaines polypeptidiques, la chaine A €t la
chaine B, reliées entre elles par deux ponts disulfures. Dans la plupart des espéces, |’ espece
humaine comprise, la chaine A comporte 21 acides aminés et la chaine B en comporte 30. Un
pont disulfure intracaténaire relie les acides aminés 6 et 11 de la chaine A (Magnan et al.,
2005).

11.3. Structurechimiquedel’insuline

La séquence primaire en acides aminés (AA) de la molécule d’insuline a été établie en
1955 par le groupe de Sanger. Et c'est en 1969 que Hodgkin décrivit sa structure
tridimensionnelle (Magnan et al., 2005).
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Figure 3 : Structure primaire de |’insuline humaine (Magnan et al., 2005).

La forme monomeérique est la forme active de I’hormone, et ¢ est sous cette forme que se
présente la molécule d’insuline dans des concentrations physiologiques. La molécule
d’insuline peut se dimériser spontanément, trois diméres peuvent s associer pour former des
hexameres. Cette association nécessite la présence de deux atomes de zinc qui jouent le réle
de coordinateur. Les hexaméres d’'insuline représentent la forme majeure de stockage de
I’ hormone dans des granules de sécrétion. Cette capacité de polymeérisation de I’insuline a été
largement mise a profit pour la production d'insuline retard dans le traitement des diabétiques
(Noel Cano et al., 2007).

I1.4. Synthésedel’insuline

L’insuline est une hormone peptidique synthétisée dans les glandulaire des filots de
Langerhans ou cellules . L’incapacité de ces cellules a produire suffisamment 1’insuline,
entraine un diabete (M alaisse et al., 1982 ; Oberley, 1988).

La syntheése de I’insuline commence dans le noyau des cellules B pancréatiques par la
transcription d’ un gene porté par e bras court du chromosome 11, son parcours intracellulaire
se poursuit dans le réticulum endoplasmique rugueux aprés la transcription en ARN du gene
codant pour une molécule précurseure de haut poids moléculaire de 11.5 kDa qui sont la pré-

pro-insuline qui a une durée de vie courte (Read et al., 1993).
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Sous I’ action de nombreuses endopeptidases spécifique, 1a partie centrale de la proinsuline,
peptide C, est clivée pour générer I'insuline mature : soit 51 acides aminés répartis en deux
chaines o et [ reliées par des ponts disulfures (Capeyau, 1999).

L’insuline mature est incorporée dans des vésicules de sécrétion avec le peptide C au
niveau de I’ appareil de Golgi. Ces vésicules s accumulent dans le cytoplasme jusqu’a ce qu’il
y ait un signal pour sécréter I’insuline. On remarque un taux élevé du rapport de la proinsuline
sur I'insuline mature chez les patients insulino-résistants, ce qui suggére qu’'un
dysfonctionnement au niveau du clivage du précurseur de I'insuline peut contribuer a cette
pathologie (Girard, 1999).
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Figure4 : Synthese de I’insuline (Bertolotti, 2001).
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11.5. Lesdifférentstypesd’insulines

Les insulines disponibles sur e marché médicamenteux sont classées en fonction de leur
durée d’ action.

[1.5.1. Lesinsulines aaction rapide

Ce sont des insulines solubles d’ action courte. Elles s'injectent avant le repas, dans le tissu
sous-cutané sous forme d’hexameéres avant de se dissocier lentement en dimeres puis en
monomeres. Les hexameres et diméres pénetrent plus lentement dans les parois des vai sseaux
capillaires que les monomeéres, d'ou la nécessité d’ une injection avant les repas, pour
permettre la dissociation des hexameres (Vialette, Raccah, 2006).

11.5.2. Lesinsulinesa action intermédiaire

Elles sont représentées par les insulines du type NPH pour Neutral Protamine Hagedorm
(nom du chercheur Danois qui en 1935 a permis |’ obtention d une insuline d action prolongée
par combinaison de |'insuline avec la protamine). Ces insulines sont sous forme de
suspension, par conséquent la voie intraveineuse est exclue.

La protamine est une protéine extraite de lalaitance de poisson. Son adjonction al’insuline
a ph neutre, diminue sa solubilité et le complexe insuline-protamine précipitent. Ainsi, on
obtient des insulines sous forme de suspension (Gonard et al., 1986).

Injecté en sous-cutané, le complexe subit une protéolyse enzymatique qui libére

progressivement I’ insuline.

11.5.3. Lesinsulinesbiphasiques, mixtes, prémélangées

Elles associent en proportion fixe une fraction d’insuline rapide en solution permettant une
action initiale rapide et une fraction d'insuline intermédiaire en suspension assurant |’ effet
retard. La stabilité de la fraction rapide de ces insulines biphasiques n’est cependant pas
parfaite. Leur aspect est laiteux aprés remise en suspension. En faisant varier les quantités
respectives d’'insuline rapide et d’insuline semi-lente, chague laboratoire peut commercialiser
toute une gamme d’insulines biphasiques (Hlimi, 1994).

11.5.4. Lesinsulinesa action lente

Les insulines d action lente sont représentées aujourd hui seulement par la classe des
analogues lents (insuline glargine et insuline détémir). En effet, le principe des préparations
d’insuline lente ou ultra-lente reposait traditionnellement sur I’ agent retardant comme le zinc
et ne permettait pas d obtenir un profil dénué de pic caractéristique de I’insuline endogene
(Gonard et al., 1986).
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[1.6. Actions physiologiquesdel’insuline

L’insuline stimule le processus anabolique et la mise en réserve de I'énergie. Elle agit
essentiellement sur 3 organes cibles et sur le métabolisme glucidique et lipidique des divers
tissus périphériques.

Les effets de l'insuline sont multiples car ils concernent a la fois le métabolisme
(anabolisme) des trois familles de nutriments. glucides, lipides et protides essentiellement au
niveau du foie, du tissu adipeux et du muscle (Abraham, 2006).

[1.6.1. Action sur |’organisme

11.6.1.1. Effetssur lefoie: métabolisme glucidique

Lefoie est le siege de la néoglucogenese. Le glucose y est produit a partir de précurseurs
issus du catabolisme protidique et lipidique. L’ insuline stimule la synthése de |a glucokinase,
qui est une hexokinase spécifique du foie, favorisant laformation de G6P et sa transformation
en glycogéne (ce qui accroit son effet hypoglycémiant) ou son utilisation (glycolyse) (Soman
et al., 1977).

11.6.1.2. Effetssur letissu adipeux : métabolismelipidique

Le tissu adipeux constitue le principa réservoir d’ énergie de I’ organisme et la source des
acides gras (AGL). Par ailleurs, ces derniers, dont la diminution de concentration plasmatique
est fortement corrélée a la suppression de la production hépatique de glucose, sont connus
pour stimuler la gluconéogenése (Kempen et al., 2006). Enfin I'insuline diminue la libération
des acides gras (AGL) par le tissu adipeux en inhibant la lipolyse et favorisant la lipogenése
(Mittelman et al., 2000).

11.6.1.3. Effetssur lemuscle

L'insuline augmente I'entrée de glucose, acides aminés, la synthese du glycogene et la
synthése protéique dans la cellule musculaire. Elle augmente aussi  I'entrée des cétones et
I'entrée de K*. Elle diminue le catabolisme protéique et la libération des acides aminés
(Gannong, 2005).

11.61.4. Effetsgénéraux
L'insuline stimule la croissance cellulaire (Gannong, 2005).
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Figure5: Les effets métaboliques majeurs de I'insuline (Guénard, 2001)

[1.6.2. Action cdlulaire

La molécule clé qui transmet I'effet de I'insuline est son récepteur, présent sur toutes les
cellules de I'organisme, mais en nombre tres variable allant d'environ 200 000 par cellule sur
les hépatocytes et les adipocytes a quelques milliers sur les fibroblastes et quelques dizaines
sur les globules rouges (Capeau et al., 1996).
Au niveau de ses cellules-cibles, I'insuline se lie a son récepteur qui est un tétramere compose
de deux sous-unités glycosylées o de 130 kDa, extracellulaires, liées par des ponts disulfures a
des sous-unités B de 95 kDa (Guénard et al., 2001).
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Figure 6 : Schéma représentant le mécanisme d'action de I'insuline sur le transport du glucose
dans le tissu adipeux. (1) L'insuline se fixe a son récepteur membranaire ce qui engendre
I'émission d'un signal, dans la cellule, qui va permettre le recrutement (2) des vésicules
intracellulaires microsomales, contenant les transporteurs du glucose (GLUT4), et leur «
tranglocation » vers la membrane plasmique par un processus d'exocytose. Les vésicules vont
saccoler alamembrane plasmique (3), puis fusionner (4) avec elle. Les transporteurs du
glucose sont alors en contact avec |'extérieur de la cellule et augmentent |e passage du glucose
deI'extérieur versl'intérieur de la cellule (5). Puis, par un processus d'endocytose (6), il y a
invagination d'une portion de la membrane plasmique contenant |es transporteurs, formation
de puits recouvert de clathrine et finalement de vésicules endosomal es contenant les
transporteurs (7), qui vont étre réadressés et séquestrées dans une fraction microsomale intra-

cytoplasmique en attendant |e prochain message «insuline » (Charron et al., 1989).

[1.7. Letransport du glucose et les différentstypesde GLUT

Le transport du glucose est une étape limitant du métabolisme cellulaire du glucose (Foley,
1988 ; Fink et al., 1992). Une famille de transporteurs des hexoses ou GLUT (glucose
transporter des Anglo-Saxons) est impliquée dans cette étape, en permettant, par diffusion
facilitée, le passage du glucose, molécule hydrophile, a travers la bicouche lipidique de la
membrane plasmique (Bell et al., 1990 ; Pessin et al., 1992).

Il faut préciser qu'il existe une autre famille de protéines de transport qui Co-transportent le
glucose et le sodium. Le Co-transport Na'/glucose et un transport actif secondaire et permet
d'accumuler e glucose contre un gradient de concentration. Ce Co-transport Na'/glucose n'est
exprimeé que dans des structures cellulaires particulieres : membrane apicale des entérocytes
congtituant le plateau strié de I'intestin gréle et membrane apicale des cellules épithéliales de
la bordure en brosse du tubule proximal du rein (Pessin et al., 1992). Il joue un rdle majeur
dans |'absorption intestinale et la réabsorption tubulaire du glucose (Bell et al., 1990).

En revanche, la famille des protéines de transport du glucose par diffusion facilitée
comporte plusieurs isoformes, lesquelles assurent le transport du glucose dans le sens du
gradient de concentration. L'expression de ces transporteurs (GLUT) semble avoir une
spécificité tissulaire, chaque tissu exprimant en général une isoforme de fagon majoritaire
(Bell et al., 1993). Certaines de ces isoformes sont ubiquitaires (GLUT1, GLUTS3) tandis que
d'autres sont spécifiques de certains tissus (GLUT2, GLUT4). Par ailleurs, plusieurs d'entre
elles peuvent étre exprimées dans un méme tissu (GLUT1, GLUT4 et GLUT5 dans le tissu
adipeux par exemple) (Kayano et al., 1988).
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Un modéle hypothétique dinsertion de ces protéines dans la membrane plasmique est
représenté sur la figure 5. L'ensemble de ces protéines a la particularité d'avoir une structure
globale identique caractérisée par I'existence de douze segments transmembranaires, une
boucle extracellulaire portant e site de glycosylation, une grande boucle intracellulaire, et des
extrémités amino- et carboxy-terminales intracytoplasmiques. Leur masse moléculaire est de
I'ordre de 50 kDa (Bell et al., 1990).

Site de glycosylation

Extérieur

Inténevr  Membrane
plosmigue

Figure 7 : Représentation hypothétique de I'organisation bidimensionnelle des transporteurs
du glucose a diffusion facilitée dans |a membrane plasmique.

Le GLUT1 est présent dans les tissus du feetus et des adultes. Il est abondant dans les
cellules endothéliales qui tapissent les vaisseaux sanguins et qui forment une barriere entre le
cerveau et le sang (Poortmans et al., 2003). 1l a une forte affinité pour le glucose.

Le géne de GLUT2 est exprimé dans le foie (hépatocytes), le pancréas endocrine (cellules
béta des flots de Langerhans), dans l'intestin gréle (entérocytes), et dans le rein (tube
contourné proximal), (Bell et al., 1993). L'isoforme GLUT2 est localisée au niveau de la
membrane plasmique et au pble basal des cellules épithéliales. C'est le transporteur qui
présente I'affinité la plus faible pour son substrat. Le réle de cette isoforme semble différer
selon les tissus dans lesquels elle Sexprime.

Le GLUTS3 est fortement exprimé par les neurones. Cependant I'expression de GLUT3
serait ubiquitaire chez I'nomme. Parmi les différentes isoformes, GLUT3 aurait la plus forte
affinité pour le glucose.

Le gene de I'isoforme GLUT4, mgjoritairement présent dans les tissus ou le transport du

glucose est sensible a I'insuline (muscle strié squelettique, ceeur, tissu adipeux blanc et tissu
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adipeux brun), est exprimeé « exclusivement » dans ces tissus. Il a une forte affinité pour le
glucose (Charron et al., 1989).

Le GLUT 5 se retrouve essentiellement dans l'intestin gréle, dans le sperme et de fagon
moindre, dans les muscles striés, les tissus adipeux et le rein. Il transporte le fructose dans les
cellules et son affinité pour le glucose est nulle (Poortmans et al., 2003).

Le GLUT 7 est présent au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique et permet
un flux de glucose sortant & partir du lumen de cette organelle suite a I'action de la glucose-6-
phosphatase sur |e glucose-phosphate.

Il existe également d'autres GLUT (GLUT 6, GLUT 8, GLUT 9, GLUT 10, GLUT 11,
GLUT 12)
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Tableau: Les transporteurs de glucose (GLUT) (Wood et al., 2003).

Isoformes Ancien Nom Classe Localisations Des Tissus Sensibles a l'insuline Caractéristiques Fonctionnelles

(Transporteurs)

GLUT 1 — I Erythrocytes, cellules
endothéliales, cerveau, placenta, Non Glucose
muscle et tissu adipeux.
GLUT 2 _ I Foie, Pancréas, Intestins, Reins. Non Glucose (faible affinité);
Fructose
GLUT 3 | Humain : cerveau, tissu adipeux,
— rein, foie, muscle Non Glucose (affinité élevée)
Autres especes : limitée au
cerveau.
GLUT 4 - I Muscle squelettique et
cardiaque, Oui Glucose (affinité élevée)
tissu adipeux blanc et brun.
GLUT 5 - ! Intestin, tissu adipeux, Non Fructose, glucose
muscle, cerveau, rein. (tres faible affinité)
GLUT 6 GLUT 9 1 Cerveau, Rate, Leucocytes. Non Glucose
GLUT 7 — ! Membrane du Réticulum _ _
Endoplasmique.
GLUT 8 GLUT X1 1] Blastocytes, Testicules, Non
muscle squelettique. (Oui dans les Glucose
blastocystes)
GLUT9 GLUT X I Leucocytes, Cerveau, Foie, Rein. _ _
GLUT 10 - ] Foie, pancréas. Non Glucose
GLUT 11 GLUT 11 ! Muscle squelettique et cardiaque. Non Glucose (faible affinité);
Fructose (forme longue)
GLUT 12 GLUT 8 n Muscle squelettique, tissu adipeux Oui _
et petit intestin.
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Chapitrelll Lesdeux typescellulaires utilisés dans cette étude

I11.1. généralités sur le sperme humain

Le sperme est un fluide organique expulsé du corps lors de I’ §aculation contenant les
spermatozoides sécrétés par les organes sexuels males. L' éaculation consiste en I’ ection
du sperme en dehors des vésicules séminales par I'intermédiaire du pénis en érection
notamment pendant les rapports sexuels grace a la contraction des différents muscles lisses
qui entourent les glandes et les conduits génitaux. Chaque gaculation contient environ 3 a7
ml de sperme en moyenne (Girod et Czyba, 1997).

Selon Clos et Muller (1998), le sperme est le résultat de I’ addition d’ une phase
liquide constituée par les sécrétions en provenance des différents segments du tractus génital

masculin et d’une phase cellulaire, les spermatozoides issus des tubes séminiferes.

[11.2. Transport de glucose dans les sper matozoides

Une éude intéressante a pris en compte a la fois l'activité et la localisation des
transporteurs de glucose sur la membrane des spermatozoides (GLUT8) (Schirmann et al.,
2002). Ces auteurs ont trouvé ce transporteur dans les tissus humains (Doege et al., 2000) et
ils ont remarqué qu'il est principalement exprimeé dans le testicule. 1ls ont également constaté
gue I’expression de GLUT8 pourrait étre liee a I'activité gonadotrophines (Doege et al.,
2000). Schirmann et ses collegues ont constaté que GLUTS8 est présent en abondance dans
la membrane acrosomique des spermatozoides de I'nomme et de la souris, et en faible
guantité dans la région poste acrosomal et le flagelle. D'autre part, Gomez et ses
collabor ateurs (2006) ont étudié alafois |'expression et la localisation du méme transporteur
(GLUTS8) chez la souris pendant la spermatogenese, et ont confirmé les résultats de
Schirmann et al (2002) concernant la localisation acrosomale de GLUT8 (Gomez €t al.,
2006).

La fertilité des cellules germinales est directement associée au métabolisme de glucose
dans ces cellules, d'ailleurs la spermatogenese est toujours perturbée dans le cas du diabéte
insulinodépendant (DID), et cela a cause d'un déficit du transport de glucose dans les

spermatocytes, ce qui provoque l'infertilité (Lampiao et al., 2010).
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[11.3. Effet del’insuline sur la capture de glucose par les cellules germinales

La localisation intracellulaire des GLUT8 est semblable & celui des GLUT4 sensibles a
I'insuline, en effet il a été décrit que I’insuline pourrait produire une translocation des GLUT8
alamembrane plasmique des blastocystes (Carayannopoulos et al., 2000).

Des études ont montré que le glucose est nécessaire au fonctionnement du spermatozoide,
il doit étre métabolisé par ce dernier afin d'assurer la phosphorylation de la tyrosine qui se
produit au cours de capacitation (Urner al., 2003).

Le procédé de la capacitation des spermatozoides requiert une quantité importante
d'énergie et le glucose semble étre une source d énergie importante nécessaire pour maintenir
in vitro la capacitation des spermatozoides chez la souris et I'homme (L ampiao et al., 2010).

Cette étude arévélé que les GLUT8 sont exprimés d’ une fagon constitutive dans la piéce
intermédiaire des spermatozoides humains matures. Cette étude est |la premiére a rapporter
une augmentation dans I'expression des GLUT8 dans la piéce intermédiaire lorsque les
spermatozoides sont stimulés par l'insuline ains que leur translocation dans la région
acrosomale. Il n'est pas encore clair pourquoi la transocation des GLUT8 a lieu dans la
région acrosomale (Pinto et al., 2002).

Il a été suggéré que I'insuline par I’ activation de ses récepteurs, induit la translocation et
I'insertion des GLUT8 dans la membrane cellulaire. Ceci permet |'absorption de glucose,
conduisant & une synthése accrue de I’ATP nécessaire pour la motilité et la réaction

acrosomiale (Lampiao et al., 2010).

[11.4. Leglobulerouge

Le sang est un tissu conjonctif fluide, d'aspect homogene, mais en réalité formeé de
multiples cellules en suspension. Les cellules sanguines représentent 45% du volume sanguin,
elles comprennent les érythrocytes (globules rouges ou hématies), les leucocytes, et les
plaquettes. La partie liquide représente 55% du volume sanguin (Brooker, 2000).
L'érythrocyte est particulierement adapté a sa principal e fonction de transport d'oxygene et de
dioxyde de carbone. Au cours de sa différenciation dans la moelle osseuse, de grandes
quantités d'hémoglobine, pigment respiratoire riche en fer, sont synthétisées. Les érythrocytes
utilisent de I'énergie pour maintenir le gradient électrolytique normal atraversla membrane
plasmique. En I'absence de mitochondrie, I'énergie nécessaire provient du métabolisme

anagrobie du glucose (Paul Richard al., 2001).
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[11.5. Lamembranede globule rouge

Lamembrane érythrocytaire comporte des protéines et des lipides intriqués dans une
structure complexe. Les protéines transmembranaires jouent un réle essentiel dansles
échanges du globule rouge avec le milieu extérieur. Les plusimportantes sont les ATPases Na
et K™ dépendantes qui permettent le transport actif des cations Na™ et K*, [e ATPags Ca'™
dépendante et |es protéines permettant le transport des anions, de I'eau, du glucose (Michel et
al., 2009).

[11.6. Letransport du glucose dansle globulerouge

Le GLUT1 est peut-étre le meilleur transporteur de glucose étudié dans les érythrocytes,
qui fournissent une source riche de ce transporteur, comportant environ 3- 5 % des protéines
de lamembrane. L'isolement de cette protéine par Lienhard et ses collégues au début des
années 80 représentaient une avancée majeure dans I'étude du transport de glucose (Gwyn et
al., 1993). Letransport d'hexoses se fait par ladiffusion facilitée par des transporteurs

spécifiques (uni-port) qui permette e passage de solutés d'un cété al'autre de la membrane.

[11.7. Effet del'insuline sur les globulesrouges

Des études récentes suggerent que des concentrations é evées de glucose affectent la
phosphorylation du récepteur de l'insuline et de lakinase dans certains modeles cellulaires
ainsi que les globules rouges. Le mécanisme exact par lequel lasignalisation del’insuline ou
lafonction du systeme effecteur de transporteur de glucose sont douteuses et pas claire (Klein
et al., 2000).
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Figure 8: Représentation des principaux transporteurs identifiés dans la membrane
cytoplasmique de globules rouges humains.

Les érythrocytes ont toujours été considérés comme un excellent modéle pour I'éude des
meécanismes de transports membranaires. C'est pourquoi leurs transporteurs sont parmi les
plus étudiés ace jour (Lew et al., 1986; Nikinmaa, 1990).

Ce type de cellule sert d’'un modéle pour I'éude de I’ effet antidiabétique de plusieurs
molécules d’origine végétale, a savoir |’ activation des GLUT1 pour le transport de glucose
ains que leur inhibition (Henry et al., 1996; Cok et al., 2011).
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Matériel et Méthodes

|. Matériel et méthodes

Notre travail consiste a étudier I’ effet de |’ insuline sur le transport de glucose par deux
modeles cellulaires, a savoir le spermatozoide et |e globule rouge humains. Notre
expérimentation a été realisé dans le laboratoire de biologie animles (bloc12) au niveau de
I’ université Abderrahmane Mira de Bgaia.

.1. Matériels

1.1.1. Matérielsbiologiques

1.1.1.1. Spermatozoides humains

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

laboratoire d’ analyses médicales dans laville de Bgjaia

1.1.1.2. Globulesrouges
Les échantillons du sang proviennent du méme laboratoire d’ analyses meédicales, et

prélevés généralement a partir des personnes matures.

|.1.2. Produitschimiques

L’insuline utilisée dans cette expérience, a éé procurée d' une pharmacie a la ville de
Begaa, est une insuline humaine a action rapide, provenant de I'usine Pharma de
Constantine, groupe SAIDAL.

Le réactif de dosage de glucose provenant de Spinreact, a été procuré de Farolab, un point

de vente de produits chimiques au niveau de laville de Bgaa.

1.1.3. 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

spectrophotométre.
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|.2. Méthodes
|.2.1. Préparation des échantillons
1.2.1.1. Préparation des échantillonsdu sperme

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 I'insuline

(3 et 6um/ml) ont été ajoutées aux échantillons préparés. Par la suite un volume de 100ul de

solution glucosée est gjouté a chague échantillon, de telle sorte a obtenir une concentration

finale de 1,6 mg/ml de glucose.

1.2.1.2. Procédure expérimentale

Les différents paramétres spermatiques ainsi que le glucose consommée par les

spermatozoides, ont été mesurés chague une demi heure pendant cette expérience.

1.2.1.2.1. Effet del’insuline sur lesdifférents parametres de mobilité

Immédiatement aprés I gjout de la solution glucosée, une analyse des parameétres de
mobilité spermatique aétéréalisée al’aide d' un analyseur informatique de sperme (Sperm
Class Analyzer), puis |’ analyse a été répétée chaque 30 minute. Pour chaque échantillon les
parametres suivant ont été analysés: |e pourcentage de mobilité, la vitesse curvilinéaire en
um/s (VCL), la vitesse progressive en um/s (VSL), la vitesse selon la trajectoire moyenne
um/s (VAP) et I’amplitude de déplacement latéral de latéte (ALH).

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

I’ expérience.

1.2.1.2.2. Effet delal’insuline sur la capture de glucose par les sper matozoides

L’ effet delal’insuline sur la consommation de glucose par |es spermatozoides, a été
étudié en mesurant la quantité de glucose consommeée par ces derniers. Pour cela, aprés
chague 30 minute de I’ gjout de glucose, un volume de 200ul de chaque échantillon a été
centrifugé a 400xg pendant 10 minutes.

Apres centrifugation, 10pl du surnageant obtenu a été gjouté a un volume de 1ml de
réactif de dosage de glucose (glucose oxydase). Apres 15 minutes d’ incubation a une

température ambiante (25°C), la quantité de glucose consommeée par les cellules a été détectée

par mesure de |” absorbance du mélange réactionnel & 520nm.
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Figure 9: Sperm Class Analys

|.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 é&té
centrifugé & 3000rpm pendant 10 minutes, puis le sérum éiminé a éé remplacé par une
solution isotonique (Nacl 0.9%).

L’ échantillon du sang préparé a été réparti sur deux tubes secs. Une dose d'insuline
(Bum/ml) a été gjoutée a l’un des échantillons préparés. Par la suite un volume de 100ul de
solution glucosée est gjouté a chague échantillon, de telle sorte a obtenir une concentration

finale de 1Img/ml de glucose.

1.2.2.1. Dosage de glucose

La quantité de glucose consommee par |es globules rouges, a été détectée par une
méthode col orimétrique. Pour cela un volume du sang incubé de chaque échantillon, a été
centrifugé a600xg pendant 10 minutes. Puis nous avons procédé ala méme méthode de
dosage cité précédemment (consommation de glucose par |le spermatozoide).
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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).
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Résultats et discussions

Il1. Etudedel effet del’insuline sue la mobilité des sper matozoides

L’insuline est I’une des molécules clés intervenant dans la régulation de la glycémie
dans I’ organisme, ses effets sont beaucoup plus connus sur les tissus insulinodépendants, tels
gue le tissu adipeux et le tissu musculaire. L’ éude de I’ effet de cette hormone sur la mobilité
des spermatozoides humains s avere cruciale a fin de reconnaitre surtout le type des
transporteurs de glucose (GLUT) majoritairement exprimés sur la membrane de la cellule
spermatique d’'une part, et |’ utilisation de cette cellule dans I" éude d’ éventuelles molécules

antidiabétiques a effet insulinomémitique d’ autre part.

Lafigure 10 montre |’ effet de I’insuline sur 1a mobilité spermatique :

% de mobilité
3

T

temps en heures

Figure 10: Histogramme représentant |e pourcentage des spermatozoides mobiles en

fonction du temps (T=30min) avec ou sansinsuline.

Nous pouvons constater dapres ce résultat, quau début de I'expérience, le
pourcentage des spermatozoides mobiles est presque le méme pour les trois échantillons (85-
90%), et plus en avancant dans le temps, le pourcentage de la mobilité différe d’ un échantillon
aun autre.

Une diminution considérable et progressive a éé observée dans la mobilité des
spermatozoides de I’ échantillon témoin, de 90% a 15% apres une heure d’incubation, pour

atteindre une valeur de 5% vers la fin de I’expérience (3 h). Tandis que, la mobilité des
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spermatozoides traités par I'insuline (3mu/ml), ont diminué |égerement aprés une heure

d’incubation, pour augmenter apres 2h, et persistent jusgu’ alafin del’ expérience.

Les spermatozoides traités seulement par une solution glucosée, ont connu une
stabilité dans leur mobilité durant la premiére heure d’incubation, puis diminue d’ une maniére
plus considérable que celle observée chez les spermatozoides traités par glucose/insuline.

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons suggérer que le glucose améliore la
mobilité spermatique, en augmentant la synthése de I’ATP par la voie de la glycolyse
(Mahadevan, 1997; Fraser et Quinn, 1981).

L’ augmentation tardive de la mobilité des spermatozoides traités par glucose/insuline,
est due probablement a un effet lent de I'insuline sur le passage du glucose a l'intérieur des
spermatozoides. L’insuline engendrerait la translocation des transporteurs de glucose,
essentiellement les GLUTS, ce qui se traduit par une entrée massive de glucose dans la cellule
amene ainsi aune synthése accrue de I’ ATP, utilisée principalement dans les mouvements du
flagelle et qui se traduit par une mobilité meilleure des spermatozoides et qui persiste

davantage.

Nos résultats sont confirmés par ceux obtenus par Fanuel Lampiao et Stefans du
Plessis en 2008, ou ils ont démontré le réle de I’ insuline dans I'améioration de la mobilité des

spermatozoides humains.

I11. Etude de I'effet de I'insuline sur les différents paramétres de mobilité des
spermatozoides humains (VCL, VSL, VAP, ALH)

Les différents parametres de mobilité des spermatozoides VAP, VSL, VCL, ALH, ont
été suivis durant cette éude a fin de déduire s'il existe une relation entre la mobilité et les
différents types de vitesses des spermatozoides, tout en suivant |'effet de glucose sur

I’ évolution de ces paramétres en présence et en absence de I’insuline.

[11.1. Effet del’insulinesur lavitesse curviligne (VCL) des sper matozoides
La variation de la vitesse curviligne des spermatozoides (VCL), sous |'effet du

glucose, couplé ou pasal’action del’insuline est illustrée sur lafigure 11.
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temp t (30min)

Figure 11: Histogramme représentant |’ effet du glucose, glucose/insuline sur la

vitesse curviligne des spermatozoides humains (VCL).

Nous constatons d aprés cette figure, que dans les premiers temps d’incubation,
I'insuline n’'a pas vraiment d effet sur la vitesse curvilinéaire (VCL). Aprés une heure et
demie d'incubation, nous constatons une meilleure mobilité dans I’ échantillon traité avec
I’insuline (3mu/ml).

Apres 2 heures d'incubation la VCL des spermatozoides traités avec I'insuline

augmente considérablement par rapport a celle traité uniquement avec du glucose.

[11.2. Effet del’insulinesur la vitesse de progression des sper matozoides (VSL)
La figure 12 représente les variations de la vitesse de progression (VSL) des
spermatozoides en absence et en présence de I’ insuline dans un milieu riche en glucose.
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Figure 12: Histogramme représentant |’ effet de I’insuline sur la vitesse de progression

(VSL) des spermatozoides en fonction du temps.

Nous remarquons qu'a TO et T1 I'insuline n’a pas vraiment d'effet sur la VSL des
spermatozoides incubés dans un milieu glucosé. A |a différence des spermatozoides incubés

le glucose seul, ot laVSL augmente considérablement pendant la premiere demi-heure.

A partir de 3 heures d’incubation, la valeur de la VSL augmente significativement

dans |’ échantillon traité avec I'insuline.

[11.3. Effet del’insulinesur la VAP des sper matozoides
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Figure 13 : Histogramme représentant |’ effet de l'insuline sur la vitesse selon la

trajectoire moyenne des spermatozoides humains (VAP) en fonction du temps.

D’ apres le résultat montré sur la figure 13, nous constatons que pendant la premiére
heure d’incubation |es spermatozoides traités avec I’ insuline n’ ont pas connu une amélioration
dans leur VAP, tandis que ceux incubés dans le glucose seul ont montré une amélioration
nette dans ce type de vitesse.

A partir de deux heures d'incubation, nous remarquons une augmentation de la
vitesse selon la trgectoire moyenne (VAP) des spermatozoides traités avec de I'insuline
(3mu/ml).

Dans I’ échantillon traité avec I'insuline, les différents types de vitesse, VCL, VSL,
VAP, apparaissent faibles durant les premiers temps dincubation (30min a 2h), puis

augmentent progressivement apres deux heures d’incubation.

La persistance des différents types de vitesses observés lors de cette expérience,
reviendrait & une source d’ énergie importante assurée essentiellement par le glucose existant
dans le milieu d'incubation, aussi bien pour les spermatozoides traités par I'insuline/glucose

gue pour les spermatozoides traités par |e glucose seul.

Malgre |’ effet apparait tardif (apres 90min), les vitesses de I'échantillon contenant
I’insuline, persistaient plus longtemps, cela reviendrait a |’ effet de I’insuline, qui nécessite du

temps pour agir.

Rappelant que I’insuline peut agir au niveau cellulaire par deux voies de signalisation
différentes, voie rapide, qui a comme conséguence, la trandocation des GLUT a partir des
organites cellulaires a la surface de |la membrane cytoplasmique, et par une voie tardive, dont
les seconds messagers de I’insuline agissent au niveau nucléaire, ou la cellule répond a cette
demande par la transcription des genes qui codent pour les GLUT ainsi que leur synthése
(Magnan et al., 2005).

Les deux voies en coopération, contribuent dans I’augmentation du nombre de
transporteurs de glucose a la surface de la membrane du spermatozoide, induisant ainsi une
entrée massive de glucose a I'intérieur des spermatozoides. L’ énergie libérée suite a la

dégradation de glucose dans la cellule spermatique sera utilisée essentiellement dans les
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différents mouvements du spermatozoide, dont la vitesse est I’ un des indicateurs majeurs de la

gualité du mouvement.

[11.4. Effet del’insulinesur lavitesse d'amplitudes du déplacement latéral dela

téte (ALH) des sper matozoides

Lafigure 14 illustre I'effet de l'insuline sur I'un des paramétres de mobilité qui est |a

vitesse d'amplitudes du déplacement latéral de latéte (ALH).

2,25
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temps t (30mn)

Figure 14: Histogramme représentant I’ effet de I’insuline sur lavitesse d'amplitude
du déplacement latéral de latéte des spermatozoides (ALH), en fonction du temps.

A TO, T1 et T2 (90min), nous constatons que I’ ALH des spermatozoides traités par le
glucose seul est nettement meilleure par rapport a celle des spermatozoides traités par
glucose/insuline.

A partir de deux heures d'incubation, I'ALH s améiore progressivement dans
I'échantillon traité avec glucose/insuline, tandis qu’ elle continue & diminuer dans |’ échantillon

traité avec |le glucose seul.

D’ apres les résultats obtenus, nous pouvons déduire que les différents parametres de la
mobilité spermatique sont étroitement dépendants I'un de I'autre. En fait, les différents
mouvements et vitesses du spermatozoide, se déclenchaient au méme temps, cela reviendrait
au fait que I'importante utilisation de glucose par le spermatozoide, cause une production
accrue d'ATP qui améliore théoriquement toutes les fonctions vitales de la cellule, y est
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compris le pouvoir fécondant essentiellement la réaction acrosomique dans le cas de
spermatozoide (Williamset al., 2001).

V. Etudedel’effet del’insuline sur la consommation de glucose par les
sper matozoides humains

Lafigure suivante (figure 15), représente I’ effet del’insuline sur | utilisation de
glucose par les spermatozoides humains. Les valeurs de |’ absorbance (DO), sont inversement

proportionnelles au degré de consommation de glucose par |es spermatozoides.

T
my N

valeur de DO

DO D1 D2

temps en heures

Figure 15: Histogramme représentant la consommation de glucose en présence et en

absence de I’insuline par les spermatozoides humains.

Apres une heure d’incubation dans un milieu glucosé, la consommation de glucose a
été plus importante dans I’ échantillon traité par une dose de 6mu/ml d'insuline, que dans
I”échantillon traité par une dose de 3mu/ml. Aprés la méme durée d'incubation (1h) par
rapport aux échantillons traités avec I’insuline, les spermatozoides non traités ont montré une
utilisation relativement faible de glucose.

Apres deux heures d’incubation, la consommation de glucose par les deux échantillons
traités par I’insuline est presque laméme. A la différence des spermatozoides non traités, dont

la consommation du glucose reste relativement réduite.

D’apres les résultats obtenus, nous pouvons suggérer que I'insuline stimule la

consommation de glucose par les spermatozoides, tels que son effet dans les cellules des
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tissus insulinodépendants. La relation dose/effet de I'insuline démontrée lors de cette
expérience, consolide davantage nos suggestions sur la stimulation de I’ utilisation de glucose
par la cellule spermatique sous |’ effet de I’ insuline.

Schirmann et ses collaborateurs en 2002, ont démontré que I'insuline augmente
I’ expression des transporteurs de glucose sur la membrane du spermatozoide, ils ont gouté
gue les transporteurs de glucose exprimés sont du type GLUTS, dont leur réponse al’insuline
est similaire & celle observée avec les GLUT4 exprimés sur la membrane des adipocytes.

Autrement dit, les transporteurs de glucose exprimés sur la membrane des

spermatozoides, sont dépendants de I’ insuline.

Ce résultat peut expliquer le réle de I'insuline dans I’amélioration de la mobilité des
spermatozoides observés lors des tests précédents, et confirmer la relation entre insuline,
glucose et mobilité. En effet I’insuline améliore la mobilité des spermatozoides ainsi que ses
différents paramétres, en conditionnant une entrée massive de glucose dans la cellule via les
transporteurs membranaires de glucose préalablement transloqués sur la membrane
plasmique.

V. Etude de |'effet de I'insuline sur la consommation de glucose par les globules

rouges

Dans le but de véifie I'effet de I'insuline sur la consommation de glucose par les
globules rouges, et déemontrer I'éventuel effet de cette hormone sur les transporteurs de
glucose majoritairement exprimés sur la membrane des érythrocytes, la figure 16 illustre
I’ utilisation de glucose par les érythrocytes humains, en présence et en absence de I’ insuline.

Les valeurs de I'absorbance (DO), sont inversement proportionnelles avec la
consommation de glucose par les cellules.
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Figure 16: Histogramme représentant la consommation de glucose par les globules

rouges en présence et en absence de I’insuline.

Lafigure 16 montre qu’ apres une heure d’incubation, la consommation de glucose par
les érythrocytes humains soumis al’ effet de I’ insuline, est |égerement supérieure a celle
observeée par les érythrocytes non traités. Aprés deux heures d incubation, I’ utilisation de
glucose par les cellules N’ est pas notable dans les deux milieux, soit en présence soit en
absence de I’insuline.

Cette faible consommation de glucose enregistrée dans les deux milieux,

s expliquerait par le fait que I’insuline n"a aucun effet sur les transporteurs de glucose
majoritairement exprimés sur la membrane des globules rouges (GLUT1). Commeil est
rapporté dans la bibliographie, ces types de transporteurs sont indépendants de I’insuline
(Wood et al., 2003)

Une autre suggestion pourrait expliquer ce résultat, ¢’ est le fait que les érythrocytes
n’ont pas besoin d’ une grande quantité d' énergie pour survivre, ce qui se traduit par une
utilisation réduite de glucose.
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Conclusion et perspectives

Le diabéte sucré est une maladie dont I’ incidence risque d’ augmenter d’ une maniére
importante dans les prochaines années, en particulier chez lesindividus obeses, et peut ainsi

affecter la fonction reproductrice méle.

Les recherches expérimentales suggerent que les paramétres spermatiques sont altérés
chez les patients atteints de diabéte sucré. Les mécanismes possibles impliqués dans
I'apparition de ces atérations sont les changements hormonaux et les troubles de la fonction
sexuelle. Concernant ce dernier aspect, seules des études futures précisent si le traitement
avec I'insuline peut étre utile pour prévenir les dommages de spermatozoides chez les patients
atteints de diabéte sucré.

Durant notre étude, nous avons constaté que I’insuline améliore la mobilité spermatique

en conditionnant I’ entrée massive de glucose dans la cellule.

L’ effet de dose a été bien observé lors de cette étude, ce qui confirme | effet de cette

hormone sur |’ utilisation de glucose par les spermatozoides humains.

Les différents paramétres de mobilité spermatique sont améliorés en présence de

I’insuline, notamment les différents types de vitesse.

Et finalement lors du test concernant I’ action de I’ insuline sur la capture de glucose par le
globule rouge, il sest avéré que cette hormone n'a pas d effet significatif sur la capture de

glucose par ce type de cellule.

Nous pouvons conclure également, que les transporteurs de glucose exprimés sur la
membrane des spermatozoides sont insulinodépendants, a la différence de ceux exprimés sur
la membrane des érythrocytes qui se sont montrés insensibles al’insuline.

Cette étude ouvre des perspectives sur la recherche de molécules insulinomémitiques,
tout en étudiant leurs effets sur les deux modeles cellulaires utilisés lors de nos expériences.
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Résumeé

L'insuline, une hormone sécrétée par les cellules 3 pancréatiques, joue un role-clé dans
la régulation de la glycémie. L’utilisation de cette hormone dans |’ étude du transport de
glucose par deux modéles cellulaires, a savoir les spermatozoides humains et les globules
rouges, nous aide a déduire le type de transporteurs exprimé sur |la membrane des cellules.

Les spermatozoides sont des cellules mobiles qui assurent la fécondation de |’ ovule.
Leur déplacement s effectue grace aux battements du flagelle qui nécessite a I’échelle
cellulaire une consommation accrue de I’ ATP. Nos résultats montrent que I’insuline agit plus
sur les transporteurs de glucose exprimés sur la membrane des spermatozoides que ceux
exprimeés sur lamembrane des érythrocytes.

L’insuline pourrait jouer un role dans I'amélioration de la capacité de fécondation des

spermatozoides humains.

Mot clés: Diabete, insuline, spermatozoides,globule rouge, capture glucose.

Abstract

Insulin, a hormone secreted by the cells  pancreatic, cheek a key function in the
regulation of the glycemia. The use of this hormone in the study of the transport of glucose by
two cellular models, namely the human spermatozoa and the red globules, helps us to deduce
the type of carriers expressed on the membrane of the cells.

The spermatozoa are mobile cells which ensure the fecundation of the ovule. Their
displacement is carried out thanks to the beats of whips which requires on a cellular scale an
increased consumption of the ATP. Our results show that insulin operates more the carriers of
glucose expressed on the membrane of the spermatozoides than those expressed on the
membranes of the érythrocytes.

Insulin could play a réledans the improvement of the capacity of fecundation of the

human spermatozoides.

Keywords: Diabetes, insulin, spermatozoa, erythrocyt, glucose.
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