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Introduction

L e diabéte communément appel é diabéte sucré est une maladie métabolique qui se
traduit par une hyper glycémie (Annik et al, 2012).Cette derniére produit des dommages a

long terme avec plusieurs complication.

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 male ont été largement
signal € chez des personnes atteint de diabéte (Scarno et al, 2006). Environ 90 % des
patients diabétiques ont des troubles de lafonction sexuelle y compris une diminution de la

libido, I'impuissance et I’infertilité. (Cameron et al, 1990).

Le diabéte peu affecter lafonction reproduction male a plusieurs niveaux en raison de
ses effet sur le contrdle endocrinien de la spermatogenése la spermatogenése elle-méme ou
par |’ altération de I’ érection et I’ gaculation (Agbaje et al, 2007).

Chez les hommes touché par |e diabéte insulino dépendant, |es spermatozoides ont des
défauts structurales graves, lamobilité est significativement plus faible et la capacité
moindre a pénétrer les ceufs (Bacceti et al, 2002)

Une autre étude a démontré que le glucose améliore de maniére significative la

mobilité des spermatozoides et leurs capacitation (Andrew et al, 2001).

La présente éude consiste a étudier |’ effet des sulfamides hypoglycémiants sur
I’ utilisation de glucose par deux types cellulaires, asavoir le globule rouge et le
spermatozoide humain ainsi I'améioration de mobilité de ce dernier. A coté des autres
modeles cellulaires dga utilises dans |’ étude du diabéte, ces deux types de cellules
peuvent servir d’un modéle pour I’ é&ude del’ effet d’éventuelles molécules
antidiabétiques, notamment I’ effet insulinosécréteur.
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Chapitrel Lediabéteet larégulation delaglycémie

|.1.Généralité sur lediabéte

[.1.1.Dé&inition

Le diabéte est défini par un désordre métabolique, caractérise par une présence d une
hyperglycémie chronique accompagnée d une perturbation des métabolismes glucidiques,
lipidiques et protéques. Cette maladie est associée a |’ incapacité de |’ organisme a produire
et/ou utiliser correctement I’insuline (American Diabéte Association 2004). L’insuline est
en effet la seule hormone hypoglycémiante de I’ organisme (Sapin et Dimangeat2001). Elle
inhibe la glycogénolyse et la néoglucogenése tout en stimulant la glycogenése (Chang
2004). L’hyperglycémie chronique s accompagne de complication apparaissant a long
terme. Ce trouble méabolique entraine souvent des modifications fonctionnelles et structurales
permanentes et irréversibles des cellules du corps, notamment celles du systeme
vasculaire, conduisant au développement d’ entités cliniques bien définies appel ées «
complications du diabéte » qui typiquement concernent I’ xeil, le rein, les systemes
nerveux et cardiovasculaire (Hasdett et al., 2005). De nombreuses études ont démontré
gu’ont pourrait retarder ou empécher la survenue des complications liées au diabete par un

diagnostic précoce et une prise en charge thérapeutique et médicale adéquate (Entred, 2010).

|.1.2.Classfication

La classfication du diabéte a longuement éé revue et révisée depuis sa premiere
classification en 1979 (SpinasRL, 2001). Finalement, I’ Association Américaine du Diabéete
(ADA) a propose de nouveaux criteres de diagnostic ains qu’une nouvelle classification
selon laquelle le diabéte est primaire ou secondaire (Diabete Car e 1997).

[.1.2.1. Lesdiabétes primaires
On distinguetrois types de diabete : le diabete type 1, le diabete de type 2 et |e diabete
gestationnd (diabétes Car e 2008).

[.1.2.1.1. Lediabétedetype 1l
Appdé auss diabéte insulinodépendant ou diabéte juvénile, c'est une maadie
majoritairement auto immune, elle est le résultat de la destruction des cellules B des ilots de

langerhans du pancréas. La destruction des cellules B conduit & une carence quasi complete de
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Chapitrel Lediabéteet larégulation delaglycémie

I'insuline (Calop et al., 2008).

[.1.2.1.2. Lediabétedetype 2

Autrement appelé diabéte non insulinodépendant correspond a I’insulinorésistance
périphérique ou a la diminution de I’insulinosécretion. Ce type de diabete est le résultat de la
conjonction de plusieurs genes de susceptibilité, dont I’expression dépend de facteurs de
I”environnement, il s’accompagne comme le diabéte de type 1 d un risque de complications
microvasculaires et réndes, mais sa gravité tient surtout a la survenue de complications
cardiovasculaires, ces dernieres sont la principale cause de déces des patients diabétiques de
type 2 (Bush et Pignet, 2001).

[.1.2.1.3. Diabéte gestationnd
Ou diabéte de grossessg, il survient au cours de la grossesse, surtout pendant le

3éme

2™ oy

le trimestre ou les besoins en insuline sont beaucoup plus importants qu’ en temps
normal, certains facteurs tels les hormones de croissance et placentaires diminuent I’ action de

I"insuline (London et al., 2009).

1.1.2.2. Lesdiabétes secondaires

Souvent appelés diabétes spécifiques puisqu’ils sont liés a une cause bien définie. Ces
causes peuvent ére de nature génétique, comme le diabete MODY (Maturity Onset Diabétes
Of the Young), et affecter la fonction des cellules . Le diabéte secondaire peut aussi étre
découlé de I’ évolution d’une autre maadie, tels que les maladies endocrines (Syndrome de
Cushing, hyperthyroidie), les maadies du pancréas (pancréstite, cancer du pancréas) et les
maadies du foie (cirrhose, hépatite C). Certains médicaments comme les corticoides peuvent
auss induire ce type de diabéte (Jenkins et Campbell, 2004).

[.1.4.Traitement de diabéte

[.1.4.1.Traitement dediabetetypel

Le traitement du diabéte insulinodépendant repose sur I'insulinothérapie (Grimaldi,
2000), la petite injection sous cutanée d’insuline répétée est plus efficace gu’ une seule injection

assez forte, un taux persistant et stable d’insuline couvrant I’ état de jeune et des pics d’'insuline
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Chapitrel Lediabéteet larégulation delaglycémie

pour faire face aux besoins spéciaux crée par les repas. Ce traitement peut s effectuer aussi par
implantation d appareils libérant de I’insuline et greffe de tout le pancréas ou des ilots de
pancréas (OM S, 1985).

[.1.4.2.Traitement de diabete type 2

[.1.4.2.1.1.L esglitazones (thiazolidinediones)

Diminuent I’insulino-résistance au niveau du foie, du muscle squelettique et du tissu
adipeux ou elle joue un rdle principal en stimulant la différenciation adipocytaire (Derfoufi et
al., 2010).

[.1.4.2.1.2.Lesinhibiteursdel’alpha-glucosidase

C’est une enzyme qui se trouve dans I’intestin gréle, elle transforme les polysaccharides
en monosaccharide. L’inhibition de cette enzyme ralenti la digestion des glucides et diminue
leur absorption, en aboutissant & une baisse des glycémies post prandiaes (Fagher azzi-Pagel,
2002).

1.1.4.2.1.3. Lésbiguanides

Ont un effet anti-hyperglycémiant, ne stimulent pas la sécrétion d’insuline mais réduisent
la production hépatique de glucose en inhibant la néoglucogenese et la glycogénolyse. Au
niveau musculaire ils augmentent la sensibilité aI’insuline, et au niveau intestinal ils retardent
I" absorption du glucose (Cheng et al., 2005, halimi et al., 2008).

1.1.4.2.1.4.L es sulfamides hypoglycémiant

Appelés aussi les sulffonylurées, ils ont été les premiers antidiabétiques oraux (ADO)
disponibles (1954). Les sulfamides hypoglycémiants sont fortement liés aux protéines
plasmatiques. Selon leur polarité et leur liposolubilité, I'on distingue les sulfamides de premiere
génération de ceux de seconde génération (glibenclamide, gliclazide, glipizide)qui sont
apparus au début des années 1970( Virally et al., 2007),ils sont doués de propriétés

hypoglycémiantes plus puissantes.
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Chapitrel Lediabéte et larégulation de la glycémie

1.1.4.2.1.4.1.M ode d’ action des sulfamides hypoglycémiants

Les sulfamides hypoglycémiants stimulent la sécrétion d'insuline sans influencer sa
synthése ils se lient a un récepteur spécifique SUR1 présent sur la membrane des cellules béta-
pancréatiques (Ashcroft FM, Gribble FM 1999). Il en résulte un afflux de calcium dans le
cytoplasme des cellules béta-pancréatiques qui induit |’ exocytose des vésicules contenant I’insuline
d une facon similaire a celle observée aprés stimulation par le glucose (figure 1). La fixation
des sulfamides hypoglycémiants aux récepteurs SUR ferme les canaux KATP, ce qui entraine
une dépolarisation de la membrane plasmique, |I'ouverture des canaux calciques voltage-
dépendants, I'entrée du calcium, I’exocytose des grains et la libération d’insuline (figl).
(Melander A1996, Ilarde A et Tuck M ,1994).

Figure 01 : Représentation schématique dela celule p dansle diabéte detype 2 et

mécanisme d’ action des sulfonylurées et des glinides (Sherifali D et al., 2010).

1.1.5. Les complicationsdu diabéte
Le diabéte conduit fréeqguemment a I’ apparition de deux sortes de complications :

algués et chroniques.

1.1.5.1. Les complications chroniques du diabete

Les complications sont liées a |’ hyperglycémie chronique et aux facteurs de risques
cardio- vasculaires associés (Stratton et al., 2000). Elles sont nombreuses et touchent
plusieurs organes, suite a une micro ou macro-angiopathie. Cependant, certains patients
sont protégés magré un  mauvais contrble glycémique (Raccah, 2004).
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1.1.5.1.1. La Macroangiopathie diabétique

L’ athérosclérose est devenue la premiére cause de déces des diabétiques, Il
s agit de complications macrovasculaires ; une atteinte des artéres de calibre supérieur a
200 um. Le diabete est associé a une athérosclérose gpparaissant générdement de maniére
précoce. La macroangiopathie s’ aggrave quand le diabéte est associé a une hypertension

artérielle et une dys-lipidémie (Chevenne, 2004).

1.1.5.1.2. La Microangiopathie diabé&ique

La Microangiopathie touche les petits vaisseaux (artérioles, veinules et capillaires de
diamétre inférieur a 30 um). Elle associe une modification structurade de la lame basde
endothéide a une augmentation de la perméabilité pariétale al’ origine de la fuite des
protéines plasmatiques (Duron et Heurtier, 2005). Elle concerne indifféremment tous
les tissus et organes, mais ses manifestations cliniques ne deviennent sensibles qu’ au
niveau des fibres nerveuses (neuropathie), des microvaisseaux rénaux (néphropathie) et
rétiniens (rétinopathie) (Geoffroy, 2005).

[.1.5.2. Les complications aigués

[.1.5.1.2.1.L e coma hyperosmolaire

Est di a une perte hydrique ou hyperglycémie prolongé suffisante pour entrainer une
déshydratation et insuffisance rénale fonctionnelle, qui provogque une rétention soudee et une

€élévation importante du seuil rénale du glucose (M enon et Ribeiro, 2012).

1.1.5.1.2.2. Le coma hypoglycémique

L’ hypoglycémie correspond a une baisse anormale du glucose sanguin, ces causes sont :
exces dutilisation dinsuline ou de sulfamide, activité physique intense, interaction
meédicamenteuses, saut d’un repas etc. Elle est marquée par des sueurs, palpations, tremblement,
sensation faim peut survenir brutalement et mene a un coma hypoglycémique (Sarles, 1986,
Menon et Ribeiro, 2012).
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| .1.5.1.2.3. L"acidose lactique
Est une acidose métabolique organique due a une accumulation d'acide lactique par
augmentation de sa production et diminution de son utilisation (Ichai et al., 2011).

[.1.5.1.2.4. Le coma acidocétosique
Est une élévation excessive de I'acidité 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).

|.2.Larégulation delaglycémie

Leglucose est lasource d énergie principale des cellules. 1l est métabolisé dans la plupart des
cellules du corps pour former des molécules d'adénosine triphosphate (ATP), nécessaires a de
nombreux processus cellulaires. Les molécules de glucose sont distribuées aux celules via la
circulation sanguine. Il est donc essentid que la glycémie soit maintenue a des niveaux
relativement constants se situant entre 4 et 6 mmol (valeur ajeun). Cette glycémie est régul ée par
plusieurs mécanismes et organes. Le pancréas secréete I'insuline qui permet I’ absorption du
glucose par les muscles et le tissu adipeux. Le foie, par contre, est capable de produire et
sécréter du glucose ou, au contraire, de I’emmagasiner dépendamment des taux de glycémie

danslesang (Liang B)

|.2.1.Larégulation hormonale dela glycémie
Il existe deux principales hormones sécrétées par le pancréas qui régulent

différemment la glycémie.

.2.1.1. L’insuline

Jusqu’ a aujourd hui, I'insuline est 1a seule hormone hypoglycémiante pancréatique connue a
pouvoir abaisser les taux de glucose sanguin. La synthése et la sécrétion d'insuline sont deux
événements indépendants I’ un de I’ autre. En effet, I'insuline est synthétisée, a tout moment, par
les celules I3 des ilots de Langerhans du pancréas a partir d une molécule précurseur, la pro-
insuline. Cette derniére subit de nombreuses modifications post-traductionnelles dans le réticulum

endoplasmique. Sous I’ action de nombreuses endopeptidases spécifiques, la partie centrale de la
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pro-insuline, peptide C, est clivée pour générer I’insuline mature : soit 51 acides aminés repartis
en deux chaines, reliées par des ponts disulfures, I'insuline mature est incorporée dans des

vésicules de secrétion avec e peptide C au niveau de I’ appareil de Golgi (Capeau J, 2003).

[.2.1.1.1.Effet del’insuline

L'action de I'insuline a pour but de diminuer |'hyperglycémie postprandiae (hormone
hypoglycémiante). Pour atteindre cet objectif, ele active la voie de la PISK/AKT. Ceci résulte en
I’ activation de la trand ocation du transporteur Glut 4 du compartiment membranaire intracellulaire
vers la surface de la membrane plasmique et |a captation du glucose dans les muscles squel ettiques
et les tissus adipeux. De plus, l'insuline favorise I'utilisation du glucose en stimulant
phosphorylation oxydative mitochondridle des muscles squelettiques, ce qui résulte en
I”’augmentation de la production de I’ ATP (Stump CSet al., 2003).

1.2.1.2.Glucagon

L’ autre hormone qui régule I’homéostasie du glucose est le glucagon. Cette hormone
est sécrétée par les cellules a du pancréas et possede des propriétés antagonistes de 1’insuline.
Constitué d’un polypeptide de 29 acides aminés, le glucagon est relaché lorsque le taux de
glucose sanguin baisse de fagon significative dans |’ organisme. Son action se fait surtout durant le
jelne en se liant sur ses récepteurs spécifiques au niveau du foie. Elle stimule la glycogénolyse et la
néoglucogenese pour libérer le glucose vers la circulation sanguine et ains augmenter la glycémie
(Jiang GZB, 2003, Aronoff SL, 2004).

1.2.2. Larégulation dela glycémiepar lefoie
Le foie est le principal organe de réserve et de production de glucose. Par sa
locdlisation, le foie et le premier organe a recevoir le glucose absorbé par I'intestin et il
I’ emmagasine sous forme de glycogene (glycogénogenese). Cea permet de prévenir les fluctuations
de laglycémie sanguine suite aune prise dimentaire (Baynes J.D.M, 2004). D’ autre part, lorsque la
glycémie baisse durant le jeline, par exemple, le foie produit du glucose soit a partir du glycogéne
(glycogénolyse) soit par la synthese de novo a partir des composés non glucidiques

(néoglucogenése).
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|.3. Larégulation du transport du glucose

Le glucose est une molécule hydrophile qui ne peut pas traverser la bicouche lipidique
des membranes par smple diffusion. Il lui faut donc des protéines de transport membranaires
appelées GLUT qui va assurer son transfert dans la circulation sanguine vers le milieu
intracellulaire des tissus périphériques, dépendamment du gradient de concentration.
Les GLUTSs sont composés de 12 domaines transmembranaires et comprennent environ 500
acides aminés (Bdll et al., 1993). Il existe plusieurs isoformes dont la fonction, la spécificité du
substrat (type d’ hexose) et la cinétique different de méme que I’ expression tissulaire. GLUT4 a étée
démontré comme | e transporteur prédominant au niveau du muscle squel ettique et du tissu adipeux.

Il joue donc un réle important dans |’ homeéostasie du glucose.

[.3.1.Lemuscle squdettique

Est le tissu majeur de I’ organisme. Il constitue pres de 45% de la masse corporelle chez
I”’homme. C’est pourquoi prés de 80% du glucose circulant utilisé ou métabolisé est capté par les
muscles squelettiques (Walberg H, 2001). Cette captation est assurée par I’ activité des GLUT4 qui
sont mobilisés sous I’ action de I'insuline et de la contraction musculaire. |l y a adors transocation
du transporteur du milieu cytoplasmique (site de stockage a I'éa basd) vers la surface des
membranes des myocytes (Aledo et al., 1997). Par ailleurs, |la trandocation induite par I’ exercice
et la contraction musculaire fait intervenir d’ autres médiateurs intracelulaires, tels que le calcium,
le monoxyde d azote et laprotéine kinase C (Nesher et al, 1985-Richter et al., 1987).

1.3.2. Letissu adipeux

Constitue lui auss un important site d' absorption du glucose. Sa captation sanguine se fait
auss via la trandocation des Glut 4 qui sont moins présents dans ce tissu que dans le muscle
squelettique (L auralee,2006). La translocation des GLUT4 dans les adipocytes n’est pas
régulée uniquement par la voie de la PISK. Une nouvelle voie CAP/Chl de la protéine TC 10
récemment découverte, stimule auss sa trandocation vers la surface membranaire (Saltie
ARetK ahnCR, 2001) maximisant ains la captation du glucose insulino-dépendante dans le tissu
adipeux (Bauman,et al2000, Chiang et al.,2001). La modulation de I’ activité des transporteurs
de glucose, GLUTA4, est gravement dtérée chez les insulino-résistants et chez les diabétiques. Cela

a pour conséquence une diminution de la captation et de I’ utilisation du glucose par les tissus
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périphériques. Il y adors un surplus de glucose accumulé dans le sang qui a pour effet d’ augmenter
laglycémie (Litherland GJHE et HundalHS ,2001).
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I11.1.Généralités sur les modéles cellulair es utilisés dans cette éude
[1.1.1. Le sper matozoide (Who,2000) (Figure 02)

Il provient de la différenciation des spermatides. Le spermatozoide est une cellule
dont la complexité n’a été bien révélée que par la microscopie éectronique. Le

spermatozoide a une longueur de 60pm environ, on lui distingue les parties suivantes :

"I Latéte: contient le noyau cellulaire haploide et a une longueur de 3 a Sum,
vu den haut elle a une forme ovale, vu de profil elle a la forme d'une poire dont la partie

effilée porte I’ acrosome ala maniére d’ un capuchon.

"1 Lecol : est court et réalise lajonction entre latéte et la piéce intermédiaire ; il
présente une articulation autour de laquelle les parties adjacentes sont mobiles, le col est
I’origine du flagelle.

1 La piece intermédiaire: d’une longueur d’environ 6um et relativement épaisse :
elle contient dga le filament axia autour duquel Senroule un filament spiral, des

mitochondries et un cytoplasme.

"1 Lapiéceprincipale: est formée au centre par le complexe filamenteux axial,
les fibres denses et tout autour une gaine fibreuse ; elle est formée aussi d’une membrane

cytoplasmique.

1 La piéce terminale : comprend le complexe filamenteux axia et entourée par la
membrane cytoplasmique.

Figure 02: Anatomie du sper matozoide (Vue de face).
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[1.1.2.Larégulation hormonale de la sper matogenése
[1.1.2.1. Action des gonadotrophines

1 La FSH : Hormone stimulateur de follicule est responsable du déclenchement et
du maintien de la spermatogenése. Pour un bon déroulement de la spermatogenese, la FSH
agit sur les tubes séminiferes par I’'intermédiaire des cellules de Sertoli et agit directement
sur les multiplications goniales ; elle est I'hormone hypophysaire qui a une action principale
sur la spermatogenese.

1 LaLH : Hormone lutiale agit aussi sur la spermatogenese mais de facon indirecte
; son action
principale se passe sur les cellulesde LEY DIG en donnant latestostérone. La FSH associée a
la LH entrainent la production par la cellule de Sertoli d'une protéine appelée ABP
(androgen binding protein) qui liée aux androgenes, permet le maintien d’ une concentration
élevée d' androgéne dans les tubes seminiferes nécessaire a la poursuite de laméiose et de la

spermiogenese.

11.1.2.2. Controle de la sécr étion des gonadotrophines
Ce contrdle résulte de mécanismes complexes encore mal élucidés.

1 La GNRH ou LHRH (Gonadotrophine libérant I'hormone) d’ origine hypothalamique
assure le contréle principal.

1 LaLH est contrélée par le taux de testostérone et de dihydrotestosterone. La
testostérone agit au niveau central en diminuant la fréguence des pulsations sécrétoires de
LHRH (le feed back négatif). En ce qui concerne la FSH, c’est une hormone d’origine

tubulaire appelée inhibine qui est responsable du feed back négatif entre FSH et activité
spermato génétique.

[1.1.3.Transport de glucose dans les sper matozoides

Une éude intéressante a pris en compte a la fois l'activité et la localisation de

GLUTS8 (Schirmann et al., 2002). Ces auteurs ont trouvé la protéine dans les tissus humains
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(Doege et al., 2000) et ils ont fait remarquer quil est principalement exprimé dans le
testicule. Ils ont également constaté que I’ expression de GLUTS pourrait étre liée al'activité
gonadotrophines (Doege et al., 2000). Schirmann et ses collegues ont constaté que GLUT8
est présent dans les spermatozoides chez I'nomme et |a souris mature, avec un signal intense
dans la membrane acrosomique et un plus faible dans la région poste acrosomal et la queue.
Enfin, les auteurs ont introduit un concept qui a été plus tard approfondi et ils étaient en
accord avec les résultats obtenus par d'autres, comme Rigau et al., 2002, a savoir que les
spermatozoides présentent un cloisonnement de [I'activité glycolitique. Cette
compartimentation pourrait sexpliquer par la localisation différente des transporteurs de
fructose et de glucose, qui pourrait étre stratégiquement situé a proximité de la voie
intérieure métabolique. D'autre part, Gomez et ses collaborateurs, (2006) ont étudié a la
fois I'expression et la localisation du méme transporteur chez la souris pendant la
spermatogenese, et ont confirmé les résultats de Schirmann et al., (2002) concernant la
localisation acrosomal de GLUTS.

La localisation intracellulaire de GLUT8 est semblable & celui de GLUT4 sensible a
Iinsuling, et il a en effet éé décrit que insuline pourrait produire une translocation de
GLUT8 alamembrane plasmique de blastocystes (Carayannopoulos M O et al., 2000).

Des études ont montré que le glucose est nécessaire au fonctionnement de sperme, et il doit
étre métabolise par les spermatozoides afin d'assurer la phosphorylation de latyrosine qui se

produit au cours de capacitation ( Urner Fet al., 2003)

I1.1.2.généralité sur les globules rouges
[1.1.2.1.Définition

Le globule rouge ou érythrocyte aussi hématie, est une cellule dépourvue de noyau
elle a la forme d’'un disque biconcave d’'un diametre d’ environ 7,5um, sa durée de vie est

d’ environ 120 jours. Il est constitué d’ une membrane, qui délimite un cytoplasme.
[1.1.2.2.La membrane du globulerouge

La membrane érythrocytaire comporte une bicouche lipidique constituée de
cholestérol, des sphingolipides et des phospholipides (Mohandas et Gallagher, 2008).Les

protéines principales intrinseques de la membrane du globule sont :
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v' Laprotéine bande 3 une glycoprotéine de 929 acides aminés elle traverse la membrane
plasmique par 12 ou 14 hélices aphatransmembranaire (L odish, 2000)

v' Letransporteur de glucose (GLUT1) c'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 cytosqueletique viales protéines dématine et I’ adducine de I’ autre coté (M ohandas
et gallagher,2008) .

[1.1.2.3.Letransport du glucose dansles érythrocytes humains

Le transport du glucose s effectue uniguement par le systéme de diffusion facilitée du
glucose (Garret et grisham, 2000). Le transporteur de glucose des globules rouges humains
(GLUT1) est une glycoprotéine de 492 résidus, tres conservé (98% d homologie entre le rat et
I"homme), le transport de glucose se fait par liaison du glucose ala protéine de cote externe de
la membrane, suivie d'un changement de conformation qui fermerait le premier site tout en
exposant le deuxiéme .Le glucose se dissocierait alors de la protéine aprés avoir traversé la
membrane. Le transporteur de glucose fournit donc le moyen d' équilibrer des concentration en
glucose de part et d'autre de la membrane de globule sans perte concomitante de petites
molécules ou d’ions (L odish et al.,2005) .
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[11.1.Lediabéteet I'infertilité

L’ occurrence de trouble de la reproduction dans les méales diabétiques est
étudiée largement. Plusieurs études expérimentales ont démontré différents genres de
dysfonctionnements de [I'appareil reproducteur male, structurellement et
fonctionnellement dans | es cas de diabete (O'Neill J et al., 2010; Ricci G et al., 2009).

Le diabete peut affecter les fonctions reproductrices masculines aux niveaux
multiples comprenant ses effets néfastes sur la commande endocrinienne de la
spermatogenése et/ou en atérant la construction et |'§aculation (Petroianu A et al.,
2009). Ricc et autres ont constaté que le diabéte insulino-dépendant (type 1), est
accompagné d’'un volume réduit de sperme, de vitalité et de mobilité diminuées des

spermatozoides, mais aucun changement de la viscosité séminale (Ricci G et al., 2009).

Un autre travail de l'université de la Reine a indiqué qu'un niveau éevé du
sucre dans le sang peut affecter la qualité du sperme et diminue donc les potentiels
masculins de fertilité (Agbaje IM et al., 2007). 1l y a quelques confirmations indiquant
des taux plus édevés dinfertilité chez les hommes diabétiques, en comparaison a des
hommes en bonne santé (Joao RS et al., 2009). Le diabéte est associé avec un
dysfonctionnement érectile avec la perte de libido (Virally M et al., 2007 ; O'Neill J et
al., 2009), morphologie anormale du sperme et niveaux bas des gonadotrophines et
testostérone dans le plasma (Ficher M et al., 1984).

L'évidence clinique et expé&imentale suggere que les paramétres spermatiques
sont changés chez les patients ou les animaux présentant le diabéte (Sandro et al.,
2012). Chez les hommes affectés par |e diabéte insulino-dépendant, les spermatozoides

ont des défauts structuraux graves avec une motilité sensiblement inférieure.
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[11.2.L"infertilité
[11.2.1.Définition

Cest la difficulté ou I'incapacité d'un couple a concevoir un enfant,
I’ Organisation Mondiale de la Sante (OMS) la définit par |I’absence de grossesse chez
les couples en &ge de procréer au bout de 24 mois de rapports sexuels réguliers non
protégés (OM S 2003-2004).

[11.2.2.Epidémiologie

Dans 80% des cas, il suffit de six mois pour voir le désir de grossesse aboutir.
Pour les 20% des cas restants, on parle d hypofertilité avec un couple sur deux qui

obtiendra une grossesse dans les 36 mois. Seul 5% des couples sont dits infertiles.

Dans le monde, on estime qu'il y a 80 millions de personnes infertiles

représentant un couple sur dix (Brzakowskia M et al., 2009).

[11.2.3.Lediabéete et les hor mones sexuelles masculines

L’activité sexuelle est assurée gréace a la testostérone, un faible taux de
testostérone, conduit a la diminution de la libido, érection dysfonctionnée. Le diabéte
pourrait ére une des causes les plus fréquentes d hypogonadisme qui affecte la
production de latestostérone (Barr ett, 1990).

Bien qu'on lui suggére que le diabete puisse affecter plusieurs paramétres de la
fertilité masculine comme |’ érection, le volume de sperme, le compte de sperme et le
niveau de la testostérone, mais le rapport entre les paramétres de sperme et |le diabéte
standard est encore controverses (Cohen J, 1977 ; Cohen J, Palmer R, 1979).
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[.1.Matériel

[.1.1. Spermatozoides humain

Les spermatozoides utilisés dans ce travail sont des spermatozoides humains obtenus a
partir de personnes effectuant des spermogrammes. Les échantillons proviennent d'un
laboratoire d’ analyses médicales sises dans la ville de Bgjaia. Seuls les spermogrammes de
bonne qualité sont retenus lors de cette éude.

[.1.2 .Lesglobulesrouges humain
Les échantillonnes de sang proviennent du méme laboratoire d’ analyses médicales. Ils

proviennent tous de personnes saines.

[.1.3. Les produits chimiques

Les sulfamides hypoglycémiants (Glibenclamide, 5mg), un antidiabétique fabriqué par
lafirme SAIDAL, ce médicament a été acheté d'une pharmacie danslaville de Bgaia.

Le réactif de dosage de glucose (glucose oxydase) fabriqué par lafirme Spinreact, a été
acheté d’ un point de vente de produits chimiques au niveau de laville de Bgjaia.

Les autres réactifs chimiques tels que le NaCl, Glucose et autres proviennent de

Chemopharma.

|.1.4.Matérielsd’ analyse
L’analyse de la mobilité spermatique été réalisé par le SCA (sperm class analyser),

' est un anayseur automatique de la qualité spermatique (Figure 3).

|.2.Méthodes

|.2.1.Effet des sulfamides hypoglycémiants sur la physiologie du spermatozoide
humain

1.2.1.1.Préparation des échantillons du sperme

Apres 30 minutes de liguéfaction, le sperme a éé dilué a 50% par une solution
isotonique (NaCl a 0,9%).Un volume de 500ul du sperme dilué a été réparti sur plusieurs
tubes secs, auxquels déférentes doses de sulfamide (O, 33, 66, 132,165ug/ml) ont été
gjoutées. Ensuite un volume de 100ul de solution de glucose a été gjouté a chague échantillon

pour obtenir une concentration finale de 3mg/ml de glucose.
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1.2.1.2. Effet des sulfamides hypoglycémiants sur la mobilité sper matique

Apres I'gout de la solution glucosée aux différents échantillons du sperme, ces
derniers ont été incubés a une température de 25+3°C pendant toute la durée de |’ expérience.
Les paramétres de mobilité spermatique ont été mesurés a I’ aide d’ un analyseur informatique
du sperme (Sperm Class Anayzer), a savoir le pourcentage de mobilité, la vitesse
curvilinéaire en um/s(VCL) et la vitesse progressive en um/s(VSL). L’anayse a été répétée

chaque une heure durant toute I’ expérience.

[.2.1.3.Effet des sulfamides hypoglycémiants sur la capture du glucose par les
sper matozoides

La quantité de glucose consommee par les spermatozoides sous |’ effet des sulfamides
a été mesurée par une méthode colorimétrique. En effet, un volume de 150ul de chaque
échantillon a éé centrifugé a 2330 r.p.m pendant 10 minutes. Apres centrifugation, un
volume de 10pl du surnageant obtenu a été gouté a un volume de 1ml du réactif de dosage du
glucose (glucose oxydase). Apres 15 minutes d’'incubation a une température ambiante de
(25£3°C), la quantité de glucose présente dans |le mélange réactionnel (surnageant + réactif) a

€été détectée par mesure de I’ absorbance a 520nm.

|.2.2.Effet des sulfamides hypoglycémiants sur la capture de glucose par les
globulesrouges

[.2.2.1.Préparation des échantillons du sang

Les échantillons du sang ont été préparés a partir d'un sang frais. Le sang a é&é
centrifugé pendant 10 minutes a 3000 r.p.m, le volume du surnageant a été remplacé par le
méme volume d’ une solution de NaCl (0,9%).

Le mélange a été réparti dans 3 tubes secs, auxquels différentes doses du sulfamide
ont été goutées (0, 33,66pg/ml), ensuite un volume de 100ul de solution glucosé a été gouté

a chaque échantillon pour obtenir une concentration final de 33ug/ml de glucose.

[.2.2.2. Mesure de la quantité de glucose consommeée par les globulesrouges
Apres I'incubation des différents échantillons du sang a une température ambiante
(25£3°), un volume de 150ul de chaque échantillon a été centrifugé a 3000rpm pendant 10

minutes. La mesure de la quantité de glucose consommeée par les spermatozoides a été
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effectuée par la méme méthode citée précédemment (consommation de glucose par les

spermatozoides).

Figure 03 : Analyseur informatique du sperme.
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[1.1.Effet des sulfamides hypoglycémiants sur la physiologie du spermatozoide

humain

L'effet des sulfamides hypoglycémiants sur |I'amélioration de la mobilité des
spermatozoides humains, la VCL, la VSL et la consommation de glucose par ce type

cellulaire est représenté sur les figures suivantes.

[1.1.1.Influence de la composition du milieu sur la mobilité des sper matozoides
humains

D’aprés la figure 04, nous constatons & TO que le pourcentage de mobilité dans

I” échantillon traité par les sulfamides hypoglycémiants et glucose dépasse largement celui

observé dans les autres echantillons (sans sulfamides, sans glucose). Apres 1 heure

d’incubation, la mobilité reste toujours meilleure dans I’ échantillon traité par les sulfamides et

glucose, cependant I'amélioration de la mobilité dans cet échantillon n'est pas auss

considérable que celle observée dans les autres échantillons.

La plus considérable amélioration de la mobilité aprés 1 heure d’'incubation a été

observée dans |’ échantillon traité par le glucose seul.
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Figure 04 : Influence de la composition du milieu sur la mobilité des sper matozoides
humains
33ug : 33ug/ml sulfamide+ 33ug/ml glucose; avec glucose : milieu avec glucose et sans
sulfamide ; sans glucose : milieu sans glucose et sans sulfamide ; TO : avant incubation ;
T1: aprés 1 heure d incubation.

Les résultats sont exprimés en moyenne + ES,
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D’aprés le résultat obtenu, nous pouvons suggérer que les sulfamides
hypoglycémiants améliorent |a mobilité spermatique en présence de glucose par plusieurs
mécanismes ; I’un des mécanismes les plus probables est I’augmentation de I’ utilisation
de glucose par |es spermatozoides.

Notant aussi, que la mobilité spermatique est relativement faible dans le milieu
sans glucose, ce qui confirme que les spermatozoides humain, comme les autres cellules

de I’ organisme utilisent e glucose pour leur bon fonctionnement.

I1.1.2.Etude de |’ effet des sulfamides sur la mobilité des sper matozoides

humains

La figure 05 montre |’ effet des sulfamides hypoglycémiants sur la mobilité des
spermatozoides humain. D’ aprés la figure nous pouvons constater qu’ avant I’ incubation des
échantillons (T0), le pourcentage des spermatozoides mobiles est presgue le méme pour
tous les échantillons (entre 46-52%). Le pourcentage de mobilité reste relativement stable
dans I’ échantillon non traité par les sulfamides (48-52%) tout au long de I’ expérience.
Cependant, les échantillons du sperme traités par de différentes doses de sulfamides
présentent des variations considérables dans leur mobilité.

Les échantillons du sperme traités par les doses 33, 66,132ug/ml de sulfamide montrent une
augmentation similaire dans le pourcentage de mobilité durant les 2 premieres heures
d’incubation. Aprés 2 heures d’incubation, le pourcentage de mobilité a connu une
diminution dans tous les échantillons traités, avec une diminution considérable dans
I’ échantillon traité par la dose de 132ug/ml de sulfamide.

Le pourcentage de mobilité dans I’ échantillon du sperme traité par une dose de 165ug/ml

de sulfamide, a connu une chute dés la premiére heure de I’ incubation.
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Figure 05 : Effet des sulfamides hypoglycémiant sur la mobilité sper matique.
Les résultats sont exprimes en moyenne + ES

L’améioration dans la mobilité spermatique observée lors de ce test, est due
probablement a une consommation accrue de glucose, comme il a été signalé
précédemment, I’entrée de glucose a quantité importante dans la cellule améliore la
synthése de I’ATP, qui est utilisée essentiellement dans les mouvements du flagelle du
spermatozoide, cela se traduit par une mobilité meilleure. Notant également que la
relation dose/effet n’a pas été obtenue lors de cette expérience, autrement dit, la mobilité
devient plus importante avec la diminution de la dose du médicament agjouté aux
échantillons, ce qui reviendrait a I’ effet toxiques des sulfamides a doses élevées sur le

spermatozoide.
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VCL

I1.2.L" effet des sulfamides sur la vitesse curvilinéaire (VCL)
La variation de la vitesse curviligne des spermatozoides(VCL), sous |’ effet de
différentes doses de sulfamide et en présence de glucose est illustrée sur la figure

suivante.
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Figure 06 : Effet des sulfamides sur la vitesse curviligne des sper matozoides humains
Les résultats sont exprimés en moyenne + ES.

Nous constatons d’ apres cette figure, gu’ apres 1 heure d'incubation, la dose la plus
élevée de sulfamide semble avoir le meilleur effet sur la VCL, puis la valeur de cette
vitesse diminue considérablement apres 2 heures d’incubation. L’ effet des doses 33ug/ml et
132ug/ml, a été observé aprés 2 heures d’incubation. Tandis que I’ effet de la dose 66pg/ml

N’ a été observeé jusgu’ a 3 heures d’ incubation.
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I1.3. L effet des sulfamides sur la vitesse progressive (VSL)
Lafigure 07 montre I’ effet des sulfamides hypoglycémiants sur lavariation de la

vitesse progressive des spermatozoides humain.
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Figure 07 : Effet des sulfamides sur la vitesse progressive des

spermatozoides humain.

L’ effet des sulfamides sur la VSL des spermatozoides est presgue similaire a celui
observé sur la VCL (figure 06), ce qui confirme qu'il existe une relation entre ces deux
types de vitesses, et I’ activation de la mobilité spermatique est accompagnée souvent par
une amélioration dans les différents types de vitesses.

L'amélioration dans les vitesses des spermatozoides traités avec des doses tolérées de
sulfamides, est en partie une amélioration dans la mobilité spermatique. Cela veut dire que
ces molécules médicamenteuses agissent sur le métabolisme énergétique de ce type de
cdlules.
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[1.4.L" effet de sulfamide sur la capture de glucose par les spermatozoides
humaines:

L'utilisation du glucose est nécessaire pour soutenir la mobilité et la capacitation des
spermatozoides humains (Kimberly et al, 2010). La figure suivante montre les résultats
obtenus sur la capture de glucose par les spermatozoides humains sous |'effet  des
sulfamides hypoglycémiants. Les vaeurs de [|'absorbance sont inversement

proportionnelles ala consommation de glucose par les cellules.
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Figure 08: Effet des sulfamides sur la consommation de glucose par les
sper matozoides humain.

Apres une heure d’incubation (T1), nous avons constaté une consommation
importante de glucose dans I’ échantillon qui contient 33ug/ml de sulfamides par rapport a
I” échantillon qui contient une dose de 66pg/ml, ou la valeur de I’ absorbance a Iégerement
diminuée, ce qui signifie une consommation modérée de glucose. L’ échantillon de sperme
sans médicament n’'a pas montré une diminution dans la valeur de I’ absorbance, cela veut
dire que la quantité de glucose consommée par les spermatozoides est trés faible, voire
négligeable.

D’ aprés le résultat obtenu, le glucose entre massivement dans les spermatozoides

traités par les sulfamides hypoglycémiants, ce qui nous laisse suggérer que cet
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antidiabétique améliore la consommation de glucose par ce type de cellules. Néanmoins ce
meédicament n’ est pas connu par cet effet de stimulation de la consommation de glucose par

les cellules de |’ organisme, mais plutdt par son effet insulinosécréteur.

En effet I'amélioration de la mobilité et de la vitesse spermatique observées dans les
résultats précédents est due a la consommation importante de glucose par les
spermatozoides traités par les sulfamides hypoglycémiants. Une fois entré dans lacellule, le
glucose est complétement dégradé, et une grande quantité de I’ ATP sera produite, cette

derniere est utilisée directement dans les mouvements du flagelle du spermatozoi de.

Vu leur pouvoir insulinosecreteur, les sulfamides hypoglycémiants peuvent aussi
contribuer dans la sécrétion de I’insuline par le spermatozoide, aing la régulation autocrine
de la consommation de glucose par cette cellule peut avoir lieu. De méme Aquila et ces
collaborateur en 2005, ont démontré expérimenta ement que les spermatozoides humain
contenus dans I’ gaculat, contiennent des ARNm de I’insuline, et que cette derniere est
secrété dans le milieu extracellulaire par un mécanisme similaire a celui observe dans les
cellules B pancréatique. En effet la cellule spermatique, lorsque elle se trouve dans un
milieu riche en glucose, elle fait appelle a cette régulation autocrine par I'insuline, cette
derniére stimule notamment |es transporteurs de glucose (GLUT8) qui sont majoritairement
exprimés sur la membrane des spermatozoides, ce qui accélere la capture de glucose et sa

dégradation intracellulaire.
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[1.5.L" effet de sulfamide sur la captur e de glucose par les globulesrouges

humains

La figure suivante illustre I'action des sulfamides hypoglycémiants sur la capture de
glucose par les globules rouges.
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Figure 09 : Effet des sulfamides sur la consommation de glucose par les hématies

A partir des résultats obtenus, nous constatons qu’ aprés une heure d’incubation les
sulfamides agissent sur I’ utilisation de glucose par les hématies avec la dose 33ug/ml plus
gue la dose de 66pg/ml. L’ échantillon qui ne contient pas le médicament (Opg/ml) montre

une diminution dans la consommation de glucose.

Cette différence dans la consommation de glucose par les hématies, en présence et
en absence des sulfamides hypoglycémiants, montre que ces médicaments ont contribué
dans |’ entrée de glucose dans ce type de cellules. Les sulfamides qui ne sont pas connus par
I’amélioration de la consommation de glucose par les cellules de I’ organisme, semblent
avoir un effet sur les hématies. Le mode d’ action par lequel cette molécule médicamenteuse
agit sur le globule rouge n’ est pas clair, mais la stimulation des transporteurs de glucose de
type 1 (GLUT1), qui sont mgjoritairement exprimés sur les hématies reste le mode d’ action
le plus probable.
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Conclusion et per spectives
A lalumiére des résultats obtenus, nous pouvons conclure que :

Apres les tests effectués afin de montrer |’ effet de sulfamide sur la capture de
glucose par le spermatozoide et le globule rouge humains, il s est avéré que le sulfamide
améliore la mobilité des spermatozoides en stimulant la capture et I’ utilisation de
glucose par les cellules spermatiques a travers les transporteurs membranaires de
glucose (GLUT ).Ces molécules médicamenteuses agissent sur le meétabolisme

énergétigue de spermatozoide.

L’amélioration de lamobilité et de la vitesse spermatique observée dans les
résultats précédents est due ala consommation importante de glucose par les

spermatozoides

Ceci est vérifié auss par la progression des vitesses des spermatozoides et la
VCL. Aussi ce médicament a contribué dans I’ entrée de glucose dans |’ hématie.

Nous pouvons conclure également, que le mode d’ action le plus probable par
lequel cette molécule médicamenteuse agit sur le globule rouge est par la stimulation
des transporteurs de glucose de type 1 (GLUT1), qui sont majoritairement exprimes sur

|es hématies.

En effet la cellule spermatique, lorsque €elle se trouve dans un milieu riche en
glucose, elle fait appelle a cette régulation autocrine par I'insuline, ce qui accélere la

capture de glucose et sa dégradation intracellulaire.

Les sulfamides hypoglycémiants agissent aussi bien sur les transporteurs non
insulinodépendants (GLUT1) que sur les transporteurs insulinodépendants (GLUT 8)

L’ ensemble de ces résultats obtenus constitue une premiére étape dans la
recherche d’ éventuelles molécul es biologiques a effet antidiabétique notamment

insulinosécréteur en se basant sur lestravaux d’Aquila et al., 2005 .
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Annexes

Mateériels utilisélorsdel’ expérimentation

A\

YVVVVVVYVYVYVYYVYY

Agitateur (VELP Scientifica).
Cellule de MaKler.

Centrifugeuse (SIGMA 1-14).

Eau physiologique (Nacl).
Glibenclamide 5mg.

Les embouts de pipettes en polypropylene.
Microscope assisté par ordinateur SCA.
Micropipettes (10, 200,1000ul).

Réactif (glucose).

Spectrophotométre (UNICO 1200).
Tubes secs.

Tubes Eppendorf.

Vortex (VELP Scientifica).
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Résumé

L’ objectif du présent travail est d’ étudier I’ effet des sulfamides hypoglycémiants sur
la capture de glucose par les spermatozoides et |es globules rouges humains.

Le sulfamide est un antidiabétique oral, dont il stimule la sécrétion de I’ insuline sans
influencer sa synthése par les cellules § du pancréas.

Plusieurs tests ont étés réalisés sur des échantillons du sperme et du sang humains.

Nos résultats montrent que le sulfamide améiore la mobilité spermatique, laVCL
et laVSL enincitant |’ entrée de glucose dans les cellules, ainsi que la consommation de
glucose par les hématies et cela par la stimulation de ces transporteurs (GLUT 1).

Mot clés: Diabéte, spermatozoides, globules rouges, transport de glucose,
sulfamides hypoglycémiants.

Summary

The objective of thiswork isto study the effect of the sulphamides hypoglycémiants
on the capture of glucose by the human spermatozoa and red globules.

The sulphamide is an antidiabetic an oral examination, of which it stimulates the
secretion of insulin without influencing its synthesis by the cells B pancreas.

Several tests have summers carried out on samples of human sperm and blood.

Our results shows that the sulphamide improves spermatic mobility, the VCL and the
VSL inincentive the entry of glucosein the cells, as well as the consumption of glucose by
red blood corpuscle and that by the stimulation of these conveyers (GLUT 1).

Key word: Diabetes, spermatozoa, globules red, transport of glucose, sulphamides
hypoglycémiants.
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