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Résumé

Résumé

Le but de ce travail était d'étudier I'effet de la supplémentation en zinc sur le statut de zinc,
I'activité de certains enzymes a zinc et le métabolisme des glucides, lipides et protéines chez des

rats sains et diabétiques albinos (Wistar) nourris avec un régime riche en cuivre ou en calcium.

Ce travail est diviseé en deux parties, la premiere est pour 60 rats répartis en six groupes
(n=10). Le premier et le quatrieme groupe ont servi de témoin sains et diabétiques. Le deuxiéme,
troisieme, cinquieme et sixieme groupe sont sert de sain cuivre, sain cuivre + zinc, diabétique
cuivre et diabétique cuivre + zinc respectivement. Pour la deuxiéme partie (40 rats), les deux
témoins, sains et diabétiques, ont été réutilisés en plus d'autres groupes, sain calcium, sain calcium

+ zinc, diabétique calcium et diabétique calcium + zinc.

Les rats sont rendus diabétiques par injection intra péritonéale de 150 mg/kg d'alloxane
(dose unique). Le Cuivre (30 mg/ kg d'aliment) sous forme CuSO4 5H20, le Calcium (35¢g /kg
d'aliment) sous forme CaCO3 et le Zinc (231 mg / kg d'aliment) sous forme ZnSO4 7H20 ont été
supplémenté dans I'alimentation pour les différents groupes expérimentaux. Le poids corporel et la
consommation alimentaire sont mesurés régulierement. Apres 21 jours de traitement, les rats sont
sacrifiés et les concentrations de zinc sérique et tissulaire, activité des enzymes a zinc et quelques

parametres biocimique et de stress oxydative sont déterminés.

A partir de I'analyse des résultats; la supplémentation en cuivre et calcium dans l'alimentation
a provoqué un déficit pondéral, une diminution de la consommation alimentaire, de la
concentration du zinc dans le sérum et les différents tissus (foie, rein, pancréas et testicule), des
protéines totales, de glutathion réduit (GSH) hépatique et une diminution de I'activité des enzymes
a zinc (PAL, aldolase, amylase et LDH). Par contre les deux éléments minéraux ont induit une
augmentation des concentrations de glucose, de cholestérol, de triglycérides, l'urée, la créatinine et
d'acide urique, MDA hépatique et des activités de transaminases (ASAT, ALAT) chez les rats
sains ou diabétiques. Cependant un supplément alimentation de zinc a assuré une correction

partielle des parametres étudiés.

En conclusion, la présente étude montre I'effet bénéfique du traitement par le zinc contre les

perturbations métaboliques induit par le cuivre et le calcium chez les rats sains et diabétiques.

Mots clés : : rats, zinc, diabéte, alloxan, phosphatase alcaline, cuivre, calcium



Abstract

Abstract

The aim of this study was to investigate the effect of zinc supplementation on zinc status,
enzymes zinc depending activities, and carbohydrate metabolism in diabetic albino (Wistar) rats
fed a diet enriched with copper or calcium.

The study was performed with two experiments. The firs experiment was designed as
follows: animals were randomly divided into six groups (n=10). 'The first and fourth groups were
non-diabetic and diabetic controls. The second, third, fifth and sixth groups were copper,
copper+zinc, diabetic+copper, diabetic+copper+zinc groups respectively. In the second
experiment both non-diabetic and diabetic controls were utilized with other groups, calcium,

calcium+zinc, diabetic+calcium and diabetic+calcium+zinc.

Diabetes was induced intraperitounealy with alloxan in single dose (150mg/kg b.wt). Copper
(30 mg/kg feed) as CuSO,4 5H,0, calcium 35g/kg feed) as CaCOg3 and zinc (231 mg/kg feed) as
ZnS04 7H20 in feed were supplemented to the animals in copper, calcium and zinc groups. Body
weight and food intake were recorded regularly. After 21 days of treatment, rats were sacrificed
and serum and tissus zinc concentration, zinc enzymes activities and some biochemical and

oxidative stress parameters are determined.

The findings showed that copper and calcium supplementations in diet caused a decrease in
low body weight, food intake, zinc concentration in serum and various tissues (liver, kidney,
pancreas and testes), total proteins level, liver reduced glutathione content and a decrease in
enzymes depending zinc activities (PAL, aldolase, amylase and LDH). Meanwhile both metals led
to an increase concentrations of glucose, cholesterol, triglycerides, urea, creatinine and uric acid,
liver MDA and transaminases activities (GOT, GPT) either in diabetic or non-diabetic rats.
However zinc supplementation to diet for copper and calcium animals assured a partial corrective

on the previous parameters.

In conclusion, this study demonstrated the beneficial effect of zinc treatment against copper

and calcium induced metabolic disturbance in diabetic and non-diabetic rats.

Keywords: : rats, zinc, diabetes, alloxan, alkaline phosphatase, copper, calcium
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AGE: Advanced Glycated End-product (produits terminaux de glycation).
ATPases: adénosines triphosphatases .

BHT : Butyl hydroxy toluene

BSA : Sérum albumine bovine

CaBP: Calcium binding protein

CCS: Chaperon Copper pour la superoxyde dismutase

Cu/Zn-SOD : Superoxyde dismutase aux ions cuivre et zinc.
CV-B4: coxsackievirus B4

DAG: Diacylglycérol.

DHAP: Dihydroxyacétone phosphate.

DMTL1: Transporteur de métal bivalent 1

DPP4: dipeptidyl peptidase 4

DRO: Dérivé Réactive de I’Oxygene.

DTNB : Acide 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoique) ou reactif d’Ellman.
EDTA : Ethyléne diamine tétra-acétic acid.

ERN : Especes Reactives de 1’azote

ERO: Espéce Réactive d’Oxygene.

GAD: Glutamate acide décarboxylase

GFAT: Glutamine Fructose 6 phosphate amido-transférase.
GLP1: glucagon like peptide 1

GPx : Glutathion peroxydase

GRase : Glutathion réductase

GST : Glutathion —S- transférase

HMG CoA R: Hydroxy-3-méthyle-glutaryl-CoA réductase
IA2: Insulinoma Associated protein 2

IAA . Auto-Anti-corps anti insuline

ICA: Islet cell anti body ou anticorps anti-ilots

IL-1: Interleukine-1.

IL-6 : Interleukine-6.

IMC : Indice de masse corporelle

IRS: insulin receptor substrates (substrats de récepteur de I'insuline)



Liste des abréviations

LPO : Lipides Peroxydeés
Mn-SOD : Superoxyde dismutase associée au manganese.
MT : Métallothionéines

NML.: nucléaire Menkes-like protein

NRAMP2: Natural Resistance Associated Macrophage Protein 2
OMS : Organisation Mondiale de la Santé.

PFK: Phosphofructokinase

P1-3K: phosphatidylinositol-3 kinase

PK: pyruvate kinase

PKC : Protéine Kinase C.

PTH: Parathormone

PTP 1B: Protéine tyrosine phosphatase 1B

SDH: Sorbitol déshydrogénase

STZ : Streptozotocine

TBA : Thiobarbituric acid: L’acide thiobarbiturique

TCA : Trichloroacétique.

TNF-a : Tumor Necrosis Factor ou facteur de nécrose tumorale.
VDR: Récepteur de la vitamine D

ZnT : Transporteur de zinc
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Introduction

INTRODUCTION

Le diabéte sucré est une maladie métabolique chronique qui touche 8.5% de la population
mondiale (OMS, 2016), il est caractérisé par une hyperglycémie chronique, que I'on doit soigner,
depuis sa découverte, tout au long de la vie. L'organisation mondiale de la sante (OMS) estimait a
plus de 422 millions le nombre de diabétiques dans le monde en 2014. Le diabéte est une maladie
tres dangereuse car une hyperglycémie chronique va entrainer plusieurs complications a long
terme, notamment des yeux (rétinopathie diabétique), des reins (néphropathie diabétique), du cceur
(coronaropathie) et des vaisseaux sanguins (artériopathie) et parfois, il s'arriver a I'état de pied
diabétique (Bouysset, 2004).

Les minéraux sont des éléments chimiques simples indispensables pour I’organisme vivant,
ils jouent un roéle important dans le fonctionnement des différents systemes biologiques. De
nombreux de ces éléments métalliques ont une grande importance en médecine et en thérapeutique
et sont répertoriés et impliqués dans la physiopathologie de la maladie diabétique ou ses
conséquences Vvasculaires (Chappuis et Favier, 1991).

Le zinc est un oligo-élément essentiel, nécessaire pour la fonction et l'activité de plus de 200
métalloenzymes (Debjit et al., 2010). Ces enzymes sont impliqués dans le métabolisme des
protéines, des glucides et des lipides (Afkhami et al., 2008) . Le zinc est aussi nécessaire pour le
métabolisme et I'action de l'insuline. L'insuline est stockée sous la forme d'un hexamere contenant
deux ions zinc dans les cellules B du pancréas (Katleen et al., 2012). 1l semble donc raisonnable
que les changements dans I'état de zinc dans le corps pourraient affecter la production, le stockage
et la sécrétion d'insuline (Kira et al., 2013; Nisa et al., 2015). La présence de 1’hyperzincurie et la
basse absorption intestinale du zinc au cours de diabéte ont approuvé la spéculation que les
diabétiques sont plus susceptibles au carence du zinc (Shahidul et Loots, 2007). En outre, les
interactions compétitives entre le zinc et d'autres ions ayant des propriétés physico-chimiques

similaires peuvent affecter I'absorption intestinale du zinc (Miguel, 2006).

D'autre part le cuivre a fait I’objet de nombreux travaux dés le début de ce siécle. Le cuivre
intervient dans plusieurs fonctions fondamentales de 1’organisme et est connu comme un élément
qui doit étre associé a certains enzymes pour permettre a ceux-ci de jouer pleinement leur réle
dans le métabolisme humain (Chappuis et al., 2005). Le cuivre est également impliqué dans
I'étiologie de nombreuses maladies neurodégénératives (Naziroglu et Yirekli , 2013). Il est

également incorporée dans un certain nombre de métalloenzymes impliqués dans la formation de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naz%C4%B1ro%C4%9Flu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23584684
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Y%C3%BCrekli%20VA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23584684
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I'némoglobine, le métabolisme des glucides, biosynthése des catécholamines et la réticulation du

collagéne (Osredkar et Sustar, 2011).

Le calcium étant le minéral le plus abondant du corps humain, il assure une des fonctions
principales dans différentes systémes biologiques comme la formation des os et des dents,
participe également a la coagulation sanguine, a la contraction musculaire, a la conduction
nerveuse et a la libération d’hormones (Houillier, 2002). La supplémentation du calcium contribue
a résoudre les problémes de I'ostéoporose, I'hnypertension, le cancer du colon et les maladies
cardiovasculaires (lan et al., 2010). Certains éléments minéraux sont purement toxiques pour les
étres vivants; d'autres, essentiels a I'organisme et a de nombreuses fonctions biologiques, générent
tout de méme des effets néfastes sur I'organisme, passé un certain seuil de concentration (Huffman
et O’Halloran, 2001).

Partant de ce constat, 1’idée originale de notre travail de theése était d’étudier et d’évaluer,
chez des rats de la souche wistar rendus diabétiques suite a I’injection de 1’alloxane, 1’effet de la
supplémentation du zinc pour la prévention des complications de diabéte induit par I'exces de

cuivre et de calcium.

Au vu de ces données, dans notre étude nous allons en premier temps présenter quelques
connaissances dans la partie bibliographique sur : Le diabete, métabolisme et role de zinc, de
cuivre et de calcium dans I'organisme. Puis dans la partie expérimentale, nous allons intéresser aux
effets de zinc sur la dysfonction des systémes biologiques provoqué par un supplément
alimentaire de cuivre ou de calcium et associé au diabete chez les rats en évaluant les aspects
biochimiques suivants :

» L’¢étude des paramétres de croissance ;
» L’¢étude de statut du zinc dans 1’organisme ;
» L’étude de l'activité de certains enzymes a zinc dans 1’organisme ;

» L’étude de quelques paramétres biochimiques et de stress oxydatif (MDA et GSH).


http://www.nutrition-expertise.fr/mineraux/calcium.html
http://www.nutrition-expertise.fr/glossaire.html#coagulation
http://www.nutrition-expertise.fr/glossaire.html#hormone
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1. Définition de diabéte sucré

Le diabéte est une maladie métabolique caractérisée par un désordre au niveau de la
régulation du métabolisme des glucides des lipides et des protéines entrainant une hyperglycémie
chronique (Grimaldi, 2001), résultant d'une insuffisance de la sécrétion ou l'action de l'insuline.
Cette hyperglycémie produit les symptomes classiques; polyurie (miction fréquente), polydipsie
(soif accrue) et polyphagie (augmentation de la faim) (Aouacheri et al., 2015). Selon 'OMS, le
diabete sucré se définit comme un état d’hyperglycémie permanente avec une glycémie a jeun
supérieure ou égale a 1,26 g/l (7mmol) a 2 reprises et/ou supérieure a 2 g/l (11,1mmol/l) a
n'importe quel moment de la journée (Guillausseau, 2003; Garabedian et al., 2010).

2. Insuline

2.1. Définition de I'insuline

L'insuline est une hormone formée dans les Tlots de Langerhans. Certain nombre d'études
récentes suggerent que des neurones particuliers, situés dans I'hypothalamus, ont également la
capacité d'exprimer le gene et de syntheétiser I'hnormone (Magnan et Ktorza, 2005). Elle permet au
glucose d'entrer dans les cellules et de leur fournir I'énergie dont elles ont besoin. Elle joue un réle
majeur dans le mécanisme du diabéte. Quand le niveau de glucose est élevé dans le sang, les
cellules du pancréas sécrétent de I'insuline (Stephen et al., 2004). 1l joue un rdle anabolique majeur
dans la mise en réserve des substrats glucidiques et lipidiques. Ses effets résultent de sa liaison a
un récepteur membranaire spécifique exprimé en priorité sur ses trois tissus cibles (le foie, le

muscle et le tissu adipeux) (Capeau, 2003).

2.2. Structure de I'insuline

L'insuline est un petit polypeptide de 51 acides aminés d’environ 6 kDa (De Meyts, 2004),
compos¢ de deux chaines polypeptidiques, la chaine a comporte 21 acides aminés et la chaine 3
comporte 30, reliées entre elles par deux ponts disulfures. Un pont disulfure intracaténaire relie les
acides aminés 6 et 11 de la chaine o (Magnan et Ktorza, 2005). L'insuline est formée a partir d'un
précurseur, la pro-insuline, sous l'effet des protéases. La pro insuline est un polypeptide
monocaténaire. Sa molécule comprend plus de 80 acides aminés. La pro-insuline représente la
molécule d'insuline (fermée) par un peptide qui assure la liaison entre le carboxyle terminal de la
chaine P de l'insuline et la fonction amine terminale de la chaine a. Ce peptide dit peptide C, rend
la molécule d'insuline biologiquement inactive. Sous I'effet des enzymes protéolytiques, le peptide

C se détache de la molécule d'insuline, ce qui fait que la molécule de pro-insuline scinde en
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molécule d'insuline et en peptide C. Ce dernier est formés de 27-33 acide aminés. Sa masse
moléculaire est de 3000 Da (Seok, 2012).

2.3. Structure du géne de I'insuline

Le géne de I’insuline humaine est situé sur le bras court du chromosome 11,a proximité du géne
de (IGF-2) (Magnan et Ktorza, 2005). Ce géne controle la synthése d’un précurseur de haut poids
moléculaire, la pré-pro-insuline. Il est long de 1355 paires de bases et sa région codante comporte
trois exons séparés de deux introns (région non transcrites), qui comportent respectivement 179 et
786 paires de bases. Le premier exon, long de 42 paires de bases, contrdle la synthése du peptide
signal. Le deuxieme exon (187 paires de bases) code pour la chaine § de I’insuline et une partie du
peptide connecteur, le troisieme exon dont la taille est de 220 paires de bases, code pour la chaine

B et le reste du peptide connecteur (figure 01) (Magnan et Ktorza, 2005).

Geéne

' ARNmM 5' UT Exonl Exon 2 Exon 3 3' UT
———

Pré-pro-insuline

Peptide Signal Chaine B Peptide C Chaine A

Figure 01: Structure du gene de l'insuline (Magnan et Ktorza, 2005).

2.4. Synthése de I'insuline

Le géne de la prépro-insuline (PPI) est sous la dépendance de nombreux facteurs de
transcription comme PDX-1. L'ARNmM est traduit dans le réticulum endoplasmique rugueux et la
prépro-insuline est aussitot clivée en pro-insuline(Pl). La maturation de pro-insuline se fait a
travers l'appareil de Golgi. Dans le réseau trans de I’appareil de Golgi, les vésicules immatures
couvertes de clathrine sont formées. La maturation des vésicules de sécrétion implique la perte du
manteau declathrine et la coupure par les enzymes prohormone-convertase (PC2 et PC1/3) de la
pro-insuline en insuline et peptide C. Les vésicules sécrétoires matures peuvent alors se diriger
vers la voie de sécrétion Constitutive . Dans la voie régulée leur contenu sera libéré par une
stimulation calcique. Aprés l'exocytose les vesicules sont endocytées. Puis recyclées vers

I'appareil de Golgi via le compartiment endosomal. Les micros vésicules de type synaptique
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(MVTS), plus petites que les vésicules sécrétoires, ont un cycle d'exocytose-endocytose
indépendant de I'appareil de Golgi (Wang et al., 2000; Melloul et al., 2002; Zhuo et al., 2013).

2.5. Récepteur de I'insuline

L'action d'insuline est médiée par un récepteur, décrit pour la premiere fois par Freychet et
isolé par Cuatrecasa (Cuatrecasa, 1971; Freychet et al., 1971). Ce récepteur est une glycoprotéine
transmembranaire appartient a la famille de récepteurs a activité tyrosine kinase (Estefania, 2014),
il est exprimé sur presque tous les types cellulaires des vertébrés (Kahn et Folli, 1993). Le géne
codant ce récepteur est situé sur le chromosome 19 chez I'étre humain. Dans sa configuration
naturelle a I'état non activé, le récepteur de l'insuline se présente sous la forme d'un hétérodimére
constitué de deux sous-unités B et de deux sous-unités o, liees de facon covalente par des ponts
disulfures (De Meyts, 2005). Les sous-unités a sont entierement extracellulaires et contiennent les
domaines de liaison a l'insuline. Les sous-unités  sont constituées par un domaine extracellulaire,

une région transmembranaire et une partie intracellulaire (figure 02) (Kenji et Fumiaki, 2011).

Ciomaine
o de liaison S—%
Sous-unité o ; : _
de l'insuline 5—5
~ Domaine '-ﬁ g
extracellulaire rermbrane
TITIT, TITITITITIT T ITITITIT .
1Ir1.u.|.L1Ir ITTRIRIATATRIRININTETS cellulalre
Sous-unité p Domaine LS
catalytique A
tyrosine Yo
L kinase

Figure 02: Structure du récepteur de I'insuline. K : lysine site de fixation de I'ATP ; Y :
tyrosine site de phosphorylation (Corinne et al., 1999).

L'activation du récepteur va entrainer la liaison de I'ATP sur son site consensus et le
dépliement de la boucle régulatrice qui occluait le site catalytique a activité tyrosine Kinase.
(Bruce et al., 2002).

En l'absence d'hormone, les sous-unités alpha exercent une inhibition permanente sur
l'activité tyrosine kinase des sous-unités B. La liaison de l'insuline induit un changement

conformationnel qui léve cette contrainte et permet a l'activité tyrosine kinase de s'exercer. Il y a
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alors trans-autophosphorylation de chacune des sous-unités R sur des résidus tyrosine spécifiques
dont les plus importants sont situés aux positions 1158, 1162 et 1163. Le récepteur ainsi
phosphorylé devient actif, c'est-a-dire qu'il acquiert la capacité de phosphoryler d'autres protéines

substrats (activité tyrosine kinase exogéne) Corinne et al., 2011) .

2.6. Réle de I'insuline dans la régulation du métabolisme cellulaire

L'insuline est un facteur de croissance ubiquiste qui régule la prolifération cellulaire,
I'expression des genes, la synthése des protéines et la survie cellulaire dans la plupart des tissus
mammiféres (Wang, 2008). L'insuline a un role essentiel dans la mise en réserve et I'oxydation du
glucose absorbé au niveau de I'intestin apreés les repas (Capeau et al., 1996). Elle module aussi la
transcription, stimule la croissance, la synthése de I'ADN et la division cellulaire (Jaya et al.,
2009). Elle favorise la glycogénogénése en agissant sur le transport du glucose et la glycogene
synthétase. Elle inhibe la glycogénolyse et de la néoglucogenese stimulées par le glucagon.
L'insuline joue aussi un role principalement dans la synthése et le stockage de triglycérides, grace
a l'activation de la lipoprotéine lipase et de la lipogenése et inhibe la lipolyse adipocytaire (Capeau
etal., 1996).

3. Types de diabéte
3.1. Diabete de Type 1
3.1.1. Definition

Ce type de diabete touche préférentiellement les personnes les plus jeunes et provient d’une
destruction progressive des cellules B du pancréas, qui sécrétent ’insuline (Woo, 2004), la
destruction de ces cellules conduisant généralement & une insulinopénie totale (I'hyperglycémie
devient cliniquement manifeste quand 80% a 90% des cellules [ sont atteintes) conduisant & une
baisse de la tolérance au glucose (Moussard, 2006). L'insuffisance insulinique conduisant au

diabéte de typel. Ce diabete représente 5 a 10% de la population diabétiques (Hennen, 2001).

3.1.2. Physiopathologie
Le développement du diabéte de type 1 est le résultat de l'interaction synergique de
différents facteurs génetiques, environnementaux et immunologiques, dont I'aboutissement est la

destruction des cellules B pancréatiques (Derek, 2004).
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a. Facteurs génétiques

Plus de 20 régions différentes du génome humain représentent une certaine liaison avec le
diabete de typel telles que le gene qui situe sur le chromosome 6p21 (50% du risque génétique
global) ou du systéme HLA de classe Il avec un risque relatif de 3 & 5%, Le risque relatif atteint
20 a 40% lorsque les deux antigénes DR3 et DR4 sont associés, ce qui veut dire que l'association
DR3-DR4 est frequente dans la population diabétique alors qu'elle est exceptionnelle dans la
population non-diabétique (Grimaldi, 2000). Le 2°™ géne repéré se situe dans la région du géne de
I'insuline sur le chromosome 11p 15 (gene appelé maintenant DSID2). Il contribue au risque de
diabéte de type 1pour preés de 10% (Bourgeois, 2003). Le risque pour une mére DID d’avoir un
enfant diabétique est environ 2% alors que le risque est de 4 a 5 % lorsque c’est le pere qui est

diabétique ID (Raverot, 2005).

b. Facteurs auto-immuns

Le diabéte de type 1 est lié a la destruction auto-immune de ces cellules béta. Pendant la
phase de pré-diabéte, il n'y a pas de réduction suffisante de la masse des cellules a insuline pour
que la glycémie monte. Il est donc totalement asymptomatique mais des auto-anticorps sont
détectables (Duron, 2006). Ces auto-anticorps sont essentiellement au nombre de 4:
1. Les anticorps anti-ilots (islet cell anti body: ICA), présents dans 90% des cas au moment du
diagnostic clinique, réaction auto-immune a été démontre chez I'nomme que la susceptibilité
génétique était liée a I'absence d'un seul acide amine (acide aspartique) en position 57 de la chaine
B de la molécule DQ du systéme HLA de classe Il (Ghada, 2015).
2. Les auto-Anti-corps anti insuline IAA, Chez les patients DID, I’insuline est la premiére protéine
contre laquelle la réaction auto-immunitaire a été documentée (Pugliese et Eisenbarth, 2004).
3. Les anticorps anti-IA2 (Insulinoma Associated protein 2) sont dirigés contre une phosphatase
membranaire des cellules § (Min et al., 2014).
4. Les anticorps anti-GAD (glutamate acide décarboxylase), ces anticorps sont dirigés contre une
enzyme ubiquitaire responsable de la synthese du GABA, mais qui est exprimée au niveau

pancréatique. Ils sont présents tres t6t dans le pré-diabéete (Marwaha et al., 2013).

c.Facteurs d'environnementaux
Dans les pays scandinaves, des diabétes de type 1 ont été rapportés plus fréquemment chez
des patients ayant consommeé de grandes quantités de viandes fumées. Le role toxique des

nitrosamines a été avance. On a aussi mentionné une prevalence plus élevée de diabéte type 1 chez
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des sujets ayant consommé de lait de vache dans les premiers mois de la vie par rapport a des
"témoins "nourris au lait maternel. Au moment du diagnostic, d'anticorps anti-albumine bovine a
également fait suspecter un réle toxique de protéines du lait de vache (Rodier, 2001) .On sait
aujourd’hui que c'est une séquence d'acides aminés de I'alboumine bovine qui est considérée comme
immunogene car présentant des analogies de structure avec certaines protéines des cellules
(Buysschaert, 2006). Des virus, sont impliqués dans I’initiation ou 1’aggravation de processus
pathogénes qui aboutissent a la survenue du diabéte de type 1 (DT1). Des arguments
épidémiologiques plaident en faveur d’un lien entre les entérovirus et en particulier coxsackievirus

B4 (CV-B4) et le DT1 (Jaidane et al., 2008).

3.2. Diabete de type 2
3.2.1. Définition

Le diabete de type 2 (DNID) est une maladie métabolique apparait généralement a ’age adulte
(Morrison et al., 2008). Il résulte de l'incapacité de I'organisme a réagir correctement a
l'action de l'insuline. L’hyperglycémie est due a une diminution de la sensibilité tissulaire aux
effets de I’insuline, ce qui se traduit par une insulinorésistance, et une altération de la secrétion

d’insuline en réponse au glucose par les cellules 8 du pancréas (Ozougwu et al., 2013).

3.2.2. Physiopathologie

Plusieurs facteurs interviennent dans I’éthiopathogénie du diabéte de type 2 ; il est probable qu’un
individu hérite la susceptibilité de développer un diabéte de type 2 (facteur génétique), et qu’un ou
plusieurs facteurs environnementaux comme le vieillissement, l'obésité, la consommation d'énergie
insuffisante, la consommation d'alcool, le tabagisme sont des facteurs de risque pour la pathologie du
diabéte de type 2 (Kaku, 2010).

a.Facteur génétique
L'historique familial a permis de mettre en exergue le caractére héréditaire du diabéte de
type 2 (Ozougwu et al., 2013). En effet, la majorité des patients ont un parent au premier degré
atteint de la maladie et ce risque « héréditaire » augmente avec le nombre de parents affectés. De
plus, des études chez des jumeaux monozygotes ont montré une concordance proche de 100%, ce
qui conforte l'aspect généetique de la maladie. Toutes les études convergent pour affirmer que le
diabete de type 2 est une maladie polygénique ; il existe sans doute un tres grand nombre de genes de

prédisposition au diabéte de type 2 (Simonis-Bik et al., 2010).

10
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b. L'obésité
Est un facteur majeur du DT2, due a une augmentation des apports caloriques et une
sédentarité accrue qui s'explique par ’insulinorésistance. En effet, les acides gras libres ont des
effets délétéres sur la sensibilité & l'insuline qui résulte de surpoids, surtout si répartition
abdominale de la graisse ou si associé a l'inactivité physique (Simon, 2008).

4. Insulinorésistance
4.1. Définition

La résistance a I’insuline est présente chez toute personne obése, hypertendue ou diabétique de
type 2. Cette résistance semble étre un phénoméne précoce dans 1’évolution du diabéte de type 2
(Kahn, 2003). L'insulinorésistance est une réponse biologique in vivo a l'insuline expliquée par
une sécrétion réduite ou par son action défectueuse (Nicolai et al., 2015). Les facteurs qui
induisent I'insulinorésistance dans le diabéte et I'obésité sont essentiellement la glucotoxicité et la

lipotoxicité (Lacolley, 2007).

4.2. Mécanisme

L'insulinorésistance peut étre due a des anomalies situe en amont ou mieux , en avale des
récepteurs tissulaires a l'insuline (Buysschaert, 2006), ces récepteurs sont également endommagés
par les effet de cytokines libérées par les adipocytes ( Medart, 2009). L'excés de tissu adipeux,
notamment viscéral, est responsable d'une augmentation des sécrétion d'adipocytokines (Astrid et
Hebuterne, 2007), pro-inflammatoires, en particulier de TNF-a et d'interleukine 6. Celles-ci vont
bloquer dans le muscle, la voie de signalisation intercellulaire de l'insuline au niveau post-
récepteur, notamment son substrat (protéine IRS) qui sert d'intermédiaire entre le récepteur et les
autres acteurs de signalisation dont la PI-3K (phosphatidylinositol-3 kinase) (Buysschaert, 2006).

Tous les agents responsables de résistance a l'insuline (les acides gras libres, le
diacylglycérol, les acyl- CoA et le glucose, mais également des cytokines inflammatoires comme
le TNF-a (tumor necrosis factor a), ou 1'IL (interleukine) 1B) (Capeau, 2003) sont conduit a
I'activation de la protéine kinase C, qui stimule la phosphorylation de I'IRS-1 sur des résidus
sérine et/ou thréonine, ce qui diminue la liaison de I'IRS-1 avec les tyrosines phosphorylées des
sous-unités B des récepteurs et inhibe ainsi le signal insulinique. Le TNF-a réduit également la
phosphorylation de I'Akt (Protéine kinase), ce qui cause une réduction de la phosphorylation de
I'AS160 et de la capture du glucose stimulée par I'insuline dans le tissu musculaire (Constantine et

al., 2008), ce qui diminue aussi la stimulation de la PI-3K, d'ou une diminution de la vitesse de
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fusion des vésicules contenant GLUT-4 avec la membrane plasmique (figure 03) (Voet et Voet,
2005).

TNFce
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Figure 03: Mécanismes moléculaires de la résistance a I’insuline (Capeau, 2003).

5. Insulinodéficience

Les anomalies de l'insulinosécrétion s'expriment par des altérations fonctionnelles de la
cellule B, en particulier une perte de la premiére et un retard de la seconde phase de sécrétion
d'insuline en réponse a une stimulation glucosée, ainsi que par un défaut de pulsatilité de la
sécrétion de I'insuline (Buysschaert, 2006). Elle est secondairement aggravée par I’hyperglycémie
chronique (glucotoxicité), 1’augmentation des AGL circulants (lipotoxicité) et possiblement par

des depdts lipidiques intra-cellule béta insulinique (Robertson et al., 2004).

6. Complications de diabéte
Les complications du diabéte sont les effets du diabéte (type 1 ou 2) sur différents organes ou
fonctions de I'organisme. L hyperglycémie chronique est associé¢e a des complications organiques
spécifiques touchant particulierement les yeux (retinopathie), les nerfs ( neuropathies), les reins
(néphropathies), le coeur et les vaisseaux (maladies macrovasculaires) , qui provoquent un risque
de mortalité trés élevé et aussi le pied diabétique est considéré comme complication des
complications (Raccah, 2004 ; Schlienger, 2013).
7. Diabete expérimental

L’induction du diabéte expérimental chez les animaux par les substances chimiques qui
détruisent sélectivement les cellules B pancréatiques est tres commode et leur utilisation est
simple. Les substances les plus habituelles pour induire le diabéte chez le rat sont 1’alloxane et le

streptozotocine (McLetchie, 2002).
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a.Diabéte induit par ’alloxane
L’alloxane ou (2, 4, 5,6-tetraoxypyrimidine, 5,6-dioxyuracil) (figure 04) est un agent
exercant une activité cytotoxique sur les cellules B (Lenzen et Panten, 1988). La toxicité de
I'alloxane sur les cellules béta du pancréas est le résultat de plusieurs processus complexes.
L’alloxane, par une analogie structurale au glucose, pénétre a travers les transporteurs de glucose

GLUT?2 des cellules B pancréatiques (Medjdoub et al., 2013).

HIN N H

O O
O

Figure 04. Structure de I’alloxane (Mootz et Jeffrey, 1965).

Au cytosol, I’ Alloxane est réduit en acide dialurique. Cette réduction est assurée par plusieurs
agents tels que le glutathion réduit (GSH) et les groupements SH des protéines (figure 05). L’acide
dialurique (AH2) formé est réoxydé en radical d'alloxane (AH") puis en alloxan (A), ce qui génére

des espéces réactives oxygénées (OH-, O2 °) médie par la réaction de Fenton (Lenzen, 2008).

A
GSHDI ¢

GS' 0,

!
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o |l o

Gs 0, C Fe2+
Fe3*

Figue 05: Réactions cycliques redox entre I'acide alloxane et dialurique (Lenzen, 2008).

AH,

L’alloxane a un groupe 5 carbonyle central qui réagit trés avidement avec des groupes thiol

du site actif de la glucokinase formant un pont disulfure et inactivant I’enzyme. L'inhibition de la
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glucokinase, réduit 1'oxydation du glucose et la génération de I’ATP, ce qui supprime le signal

d’ATP, qui déclenche la sécrétion d'insuline (Szkudelski, 2001).

En outre, la perturbation de I' homeéostasie de calcium intracellulaire, également été signalé
qui constituer un étape importante dans l'action diabétogéne de 1’alloxane. 1’alloxane cytosolique
libre augmente la concentration de calcium dans les cellules B pancréatique. L'afflux de calcium
est entrainé la capacité de 1’alloxane de dépolariser les cellules B du pancréas, qui s'ouvre en outre
les canaux calciques voltage-dépendants et améliore l'entrée du calcium dans des cellules
pancréatiques. La concentration accrue d'ion Ca2* peut causer avec ROS des dommages des

cellules B des ilots pancréatiques (Ankur et Shahjad, 2012).

La dose d'alloxane requise pour induire un diabéte dépend de I'espéce animale, de la voie
d'administration et du statut nutritionnel. Chez le rat, la dose habituellement utilisée en intra-
veineuse est de 65 mg/kg. En intra-péritonéale et en sous-cutanée, cette dose est deux a trois fois
plus élevée (Szkudelski, 2001).

8. Traitement du diabéte

La prise en charge thérapeutique de diabéte de typel, associe une alimentation adaptée a un
traitement hypoglycémiant pour assurer un équilibre nutritionnel correct, et éviter les variations de
la glycémie. Le patient peut réellement manger de tout, c'est uniquement une question de
fréquence et de quantité (Drouin et al., 1999). Cette traitement nécessite plusieurs injections
quotidiennes d'insuline car I'hormone étant dégradée dans I'estomac, elle ne peut pas étre prise par
voie orale. Le malade apprend a adapter les doses qu'il s'administre en fonction de son
alimentation d'une part, de son activité physique d'autre part (Cornet, 2009). Pour le diabete de
type 2, la prise en charge thérapeutique doit étre précoce et globale. Les objectifs généraux du
traitement sont d'obtenir une normoglycémie mais aussi de prendre en charge I'ensemble des
facteurs de risque cardio-vasculaire qui sont souvent associés au diabéte. Le traitement vise en
outre a réduire l'obésité et la sedentarité ( ADA, 2015). Cing types d'agents hypoglycémiants
oraux étaient disponibles : les sulfonylurées (ou sulfamides), les glinides, les biguanides, les
thiazolidine diones et les inhibiteurs des alphaglucosidases. L'action hypoglycémiante de ces 5
classes de médicaments est bien établie, leurs mécanismes d'action différents (Nathan, 2007).
Deux autres classes thérapeutiques ont été récemment mises a disposition, il s’agit des analogues
du glucagon like peptide 1 (GLP1) et des inhibiteurs de 1’enzyme dipeptidyl peptidase 4 (DPP4)
(Nauck,2016).
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1. Définition de zinc

Le zinc porte le numéro atomique 30 et se situe dans le groupe XII de la classification
Périodique des Eléments. Le zinc est un métal de transition caractérisé par une bonne conductivité
électrique dont la température de fusion (692.7kelvin), de vaporisation (1180kelvin) et de densité
égale a 7,14 (Samsonov, 1973).

En biologie, le zinc est généralement un cation divalent (Zn®*) qui s’associe facilement avec
I’oxygene et les ¢léments non métalliques tels que des acides aminés, des peptides, des protéines
et des nucléotides, pour former des complexes avec quatre liaisons de coordinations en disposition
tétraédrique. Dans 1’organisme, le zinc fait effectivement partie de la catégorie des oligo-éléments
ou éléements traces métalliques. Cette catégorie comprend les éléments contenus dans un
organisme a une concentration inférieure a 50 mg /kg . Apres le fer, le zinc est 1’oligo-élément le
plus abondant dans 1’organisme et présente une concentration de 20 - 30 mg/kg de poids corporel
(Kirchgessner et al., 1994).

Les oligo-¢éléments, dont fait partie le zinc, sont une classe d’éléments nécessaires a la vie
d'un organisme, mais en quantités treés faibles. Ils présentent également un caractére toxique pour
I'organisme lorsgu'ils sont présents a des taux trop élevés. Un oligo-élément est dit essentiel
lorsque son absence, tout comme son apport excessif, provoquent des anomalies structurelles et

physiologiques pouvant mener a la mort (Tapiero et Tew, 2003).

2. Besoin et source de zinc

Les besoins en zinc sont estimés a 15 mg/j pour un adulte. Néanmoins, cet apport doit étre
adapté en fonction de I'age et de I' activité et I'états physiologique (Tableau 01) (Newsome et al.,
1988). On trouve du zinc dans les crustacés, les mollusques, les coquillages (huitres), la viande
(rouge essentiellement, mais également la volaille) (Revy et al., 2003), les ceufs, les produits
laitiers, les légumes (haricots verts, cresson, soja, champignon, pommes de terre), les céréales
complétes (avoine, seigle, millet, riz brun, pain), les légumineuses (lentilles, feves, haricots en
grains, pois cassés...), les fruits secs (noix, noisettes), les germes de blé, les graines de quinoa, les
levures, les agrumes. Les huitres restent I’aliment le plus riche en zinc en proportion et surtout il y
est particulierement assimilable. De maniére générale, le zinc contenu dans les protéines animales

est mieux absorbé que celui contenu dans les protéines végétales (Shils et al., 1998).
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Tableau 01: Apports journaliers recommandés en zinc (Newsome et al., 1988).

Age AJR en zinc
Nourrissons 0 a 3 an 3mg
Enfants 4 a 8 ans 5 mg
Adolescents 11 mg
Femmes 15mg
Hommes 15 mg
Grossesse 20 mg
Allaitement 25 mg

3. Métabolisme de zinc
3.1. Absorption et biodisponibilité
3.1.1. Absorption

Le zinc, sous forme d'un complexe, est fixé par la bordure en brosse des entérocytes. Le zinc
est absorbé selon deux procédés, le premier est un mécanisme d’absorption paracellulaire, passif et
non saturable, qui dépend du gradient de concentrations intraluminale et interstitielle et le
deuxieme un mécanisme de transport transcellulaire, actif et saturable chez les mammifeéres, la
voie active est considérée comme prédominante (Miller et al., 2007). L'iléon est le site de l'intestin
préférentiel pour 1’absorption d'ions de Zn dans le cas d'absorption non saturable, alors que ce
processus a été médiée par une voie saturable dans le duodénum et le jéjunum. L’absorption active
de zinc s’effectue en plusieurs étapes : le zinc présent dans le milieu intraluminal entre dans
I’entérocyte a travers la membrane apicale, migre a travers le cytoplasme, jusqu’a la membrane
basale d’ou il est transporté dans le systéme de circulation sanguine (Yu et al., 2008). Apres
pénétration a l'intérieur des entérocytes, Il est en majorité complexé a des ligands organiques tels
que l'albumine ou certains acides aminés. Sous cette forme, le zinc est facilement échangeable et
peut se lier a diverses protéines tissulaires dont les métallothionéines dans le foie et les reins. Une
faible partie du zinc circulant est piégée au niveau de 1'a macroglobuline et ce complexe ne peut se

dissocier qu'au niveau du foie (Gordon et al., 1981; Andreas et al., 2011).
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3.1.2. Biodisponibilité

La couverture des besoins chez ’homme est assurée par la teneur en zinc des aliments. Le
tableau 02 présente les facteurs favorisant ou inhibant la résorption de cet oligoélément. Comme
les régimes végetariens contiennent beaucoup de phytate, de fibres et de caseine, sa
biodisponibilité est trés faible en raison de la formation de complexes insolubles (Navert et al.,
1985). Les phytates forment avec le zinc des complexes insolubles dans le milieu gastro-intestinal
(Lonnerdal, 2000). L’apport de 0,8% de calcium sous forme de chlorure dans un aliment
contenant du phytate de sodium a réduit la biodisponibilité du zinc chez le rat. Cette réponse
s’expliquerait par un effet négatif du calcium sur la solubilit¢ des complexes phytates-zinc

(Lisbeth et al., 2008).

Un autre type d’interaction, pouvant altérer la biodisponibilité du zinc, est la compétition
avec un autre minéral au site d’absorption. Le zinc et le fer ont un comportement antagoniste
lorsque la concentration de 1’un ou I’autre est trop €élevée. L’expression de Zip14 (transporteur de
zinc) a été réduite par un apport alimentaire de fer croissant (Hansen et al., 2009). Le cuivre est un
cation divalent (Cu2+), se lie aux MT, présent dans les entérocytes et une fois transféré dans le
milieu intérieur, il est transporté vers le foie, majoritairement par les albumines. Une présence en
cuivre excessive, par rapport a celle du zinc, provoque ainsi une carence induite en zinc, car les
MT et les albumines sont aussi nécessaires pour la régulation du métabolisme du zinc. (Jondreville
et al., 2002). Le rapport idéal du cuivre au zinc est de 1:8 en faveur de zinc . Le zinc est

habituellement accompagné de cuivre dans l'alimentation (David et al., 1988).

Tableau 02: Facteurs influengant la résorption du zinc (Reinhard et al., 2010).

Phytate, phosphate
Fibres alimentaires telles que cellulose, hémicellulose, lignine
Facteurs inhibiteurs Caséine

Hautes doses de fer, cuivre et calcium

Protéines animales
Formateurs de complexes tels qu’acides aminés (histidine, cystéine)
Facteurs stimulants Acides organiques (citrate)

Peptides
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3.2. Transport et Distribution
3.2.1. Transport

Deux familles de transporteurs de zinc ont été identifiées ; les transporteurs ZnT « Zn?*
transporters » et ZIP « Zrt- and Irt-Like Proteins» ou (Zn?* and Fe®* regulating proteins) qui ont
des roles opposés dans la régulation homéostatique du zinc cellulaire. Les protéines de la
superfamille ZIP (14 transporteurs identifiés) captent le Zn extracellulaire ou des organites
internes pour ’envoyer vers le cytosol assurant ainsi I’approvisionnement de la cellule en ce
métal. Concernant I’efflux, ce sont les membres de la famille ZnT (10 transporteurs identifiés) qui
expulsent le Zn pour éviter un excés de ce métal (Kambe et al.,, 2014). Ces transporteurs
interviennent également dans le stockage du Zn. ZnT-1 est responsable du transport du zinc de
I’entérocyte vers la circulation sanguine (Liuzzi et Cousins, 2004). L’expression de ces
transporteurs change en fonction de I’apport alimentaire de zinc. Lors d’une déficience en zinc,
son absorption augmente grice a l’accroissement du nombre de transporteurs Zip (figure 07)

(Robert, 2010).
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Figure 06 : Transporteurs de zinc (Kimura et Kambe, 2016).
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3.2.2. Distribution

a. Dans le sang
Seul 0,1% du zinc total se trouve dans le sérum (Nazanin et al., 2013). Dans le plasma, la
concentration normale de zinc est d'environ 1 mg/l (Noonan et al., 2003). 1l est lié irréversiblement
a l'albumine (65% du zinc plasmatique), strictement a 1’a2-macroglobuline (30% du zinc
plasmatique) et réversiblement a la transferrine, a la transthyrétine , a des petites protéines et des
acides aminés comme [I'histidine et la cystéine. Le zinc plasmatique, lié & I’albumine, représente la

source principale pour alimenter les tissus en zinc (Janet, 2011).

b. Dans les tissus

La quantité du zinc dans 1’organisme est approximativement de 1,5 g chez la femme et 2,5 g
chez ’homme, on trouve le zinc dans tous les tissus, 98% du zinc sont localisés au niveau
intracellulaire (Reinhard et al., 2010). Les os et les muscles contiennent respectivement 30 et 60 %
de la quantité totale de zinc présente dans le corps (Hans-Peter, 2003). Les 10% restants se
trouvent distribués dans les entérocytes, les cellules épithéliales, le sang, le foie, le tractus
gastrointestinal, les reins, la peau, les poumons, le coeur, le cerveau et le pancréas (Bentley et
Grubb, 1991).

Des concentrations en zinc ont été également détectées au niveau de la prostate, de la rétine
et du sperme (Jiang, 2016). Le foie, considéré a la fois comme organe de distribution de 1’élément,
de stockage et de détoxification (par la sécrétion via la bile) posséde un turnover du zinc 5 a 6 fois
plus élevé que les autres tissus. Il capte entre 30 et 40% du zinc plasmatique nouvellement absorbé

qu’il stocke sous forme liée aux MT qu’il synthétise (Rucker et al., 1994).

3.3. Elimination

Le zinc est éliminé d'une maniére prépondérante par le tube digestif (dans les feces). Toutes
les sécrétions digestives, notamment celles du pancréas, sont riches en zinc, dont une partie peut
ensuite étre réabsorbée. Les sécrétions endogenes intestinales de zinc proviennent des sécrétions
gastriques et pancréatiques, de la bile, de la salive, de la muqueuse intestinale et des cellules
intestinales (Shu-Ming et al., 2004). L'élimination urinaire correspond a environ a 3% de l'apport
quotidien et est inférieure & 0.5-0.7 mg/24 h (Dhugaszek et al., 2011). Le zinc filtré au niveau
glomérulaire (2 mg/j) est réabsorbé au niveau du tubule distal et réexcrété au niveau proximal. Les

métallothionéines rénales seraient un mécanisme de défense contre les fuites du zinc dans les
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urines (Arnaud, 1995). Les autres fluides corporels (sueur, desquamation, sperme, lait) sont

¢galement des voies importantes d’élimination du zinc (Faa et al., 2008).

4. Statut et régulation de I’homéostasie de zinc
4.1. Statut de zinc

Le zinc peut théoriqguement étre dosé dans le plasma, le sérum, le sang total/les érythrocytes,
I’urine et les cheveux. La concentration de zinc dans le sérum ou le plasma n’est pas une méthode
fiable pour quantifier une carence en zinc, du fait que seule une infime partie (0,1%) se trouve en
solution dans le sérum (Reinhard et al., 2010) des index statistique de statu du zinc , tels que la
concentration en zinc dans le plasma, les cellules de sang, et les cheveux, et I'excrétion urinaire de
zinc sont diminuées dans I'insuffisance grave de zinc. Un certain nombre des conditions qui sont
indépendantes de statut du zinc peuvent affecter tous ces index, en particulier niveaux du zinc
plasmatique. Ingestion de nourriture, des situations telles que I'infection et la grossesse provoque

la diminution de la concentration du zinc plasmatique (Agett et Favier, 1993).

Le zinc joue un réle clé dans plusieurs enzymes, il est possible de mesurer le statut du zinc
par le dosage de l'activité des enzymes zinc dépendante comme la phosphatase alcaline et les
ribonucléases parce que ces enzymes sont parmi les facteurs les plus sensible a la variation du

taux de zinc corporel (Conor, 2004).

4.2. Régulation de I’homéostasie de zinc

La régulation homéostatique du zinc est principalement controlée par I’adaptation de son
absorption intestinale, de son excrétion endogéne fécale, qui résulte du niveau de sécrétion
endogene intestinale et de sa réabsorption, et de sa mise en réserve /mobilisation dans des tissus et
le squelette. L’élément central de la régulation homéostatique du zinc se situe au niveau du
systéme digestif, avec principalement I’intestin gréle, le foie et le pancréas (figure 06) (Krebs,
2000). Chez le rat adulte, quatre jours sont nécessaires pour adapter 1’absorption réelle du zinc et
environ sept jours sont nécessaires pour adapter son excrétion endogéne fécale en réponse a un

changement de concentration alimentaire de 58 mg a 2 mg Zn / kg d’aliment (Windisch, 2003).

Dans I’entérocyte, une partie du zinc est fixé aux métallothionéines (MT), protéines qui
favorisent la captation du zinc intracellulaire (David, 2006). Chez le mammifere, la synthese de
MT dans I’entérocyte et autres tissus (foie, pancréas et reins) est induite par une augmentation de
la teneur en zinc alimentaire. Les MT ne semblent pas indispensables a la survie, mais s’avérent

étre un atout lorsque I’animal présente des inflammations, des infections, une consommation
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alimentaire faible ou un apport insuffisant ou excessif de zinc alimentaire, car c’est une forme de

réserve cellulaire de zinc rapidement mobilisable (Davis et Cousins, 2000).

7 o
V. Zav-Containing @
. Enx

yimes

Figure 07: Homéostasie du Zinc (Suhy et al., 1999).

5. Roéle du zinc dans I’organisme

5.1. Réle de zinc dans les systemes biologiques

Le zinc (Zn) est un élément essentiel pour les étres vivants, un métal physiologique qui
intervient dans les grandes voies métaboliques, soit comme cofacteur, soit comme constituant de
la structure d’enzymes telles que la phosphatase alcaline, la glutamate déshydrogénase ou la

superoxyde dismutase (action anti-oxydante) etc (Kindermann et al., 2005).

On estime 12 & 50% du zinc intracellulaire implique dans le constituant structural d’un
grand nombre de facteurs de transcription et traduction, ce qui explique son rdle pivot dans le
controle de ’expression génique (Kindermann et al. 2005). Le nombre d’enzymes a zinc est
identifié plus de 200 enzymes (Davis et Cousins, 2000). Le zinc joue un rble central dans la
croissance, le développement et la prolifération cellulaire, car la réplication et la transcription de

I’ADN nécessitent ’activit¢ des enzymes polymérase et transcriptase qui dépendent du zinc
(Prasad et al., 1996)

Les tissus qui proliferent rapidement, tels que les tissus épithéliaux de la peau, du tractus
gastro-intestinal et des voies respiratoires seraient les plus sensibles a I’apport de zinc (Rink et
Gabriel, 2001). Le zinc est nécessaire pour le fonctionnement normal de la défense immunitaire et

oxydative (Fraker et King, 2004), de la reproduction et de métabolisme d’hormones (Favier,
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1992). Le zinc est indispensable aussi a la croissance et au développement, a la maturation
testiculaire, a des fonctions neurologiques, a la cicatrisation des plaies et aux défenses
immunitaires. Il est nécessaire pour la préservation du gott et de 1’odorat. (Imoberdorf et al.,
2010). Ce role du zinc s’explique par son implication dans 1’intégrité des tissus externes du corps,
qui représentent la « premiére barriere défensive ». Il s’explique aussi par son implication dans le
développement cellulaire de la moelle épiniere, qui synthétise les leucocytes (Fraker et al., 2000)
et pour son implication dans I’activité des cellules monocytes hétérophiles (volaille) ou

neutrophiles (mammiféres ) (Rink et Gabriel, 2001).

5.2. Réle de zinc dans I’activité protéique
Le zinc a un role structural et/ou fonctionnel essentiel dans les protéines et participe a une

grande diversité de fonctions dans 1’organisme vivant. on le retrouve en effet dans les six groups
qui forment la famille des enzymes oxidoréductase (Lactate déshydrogénase), transférase, hydrolase
(La phosphatase alcaline, amylase), lyase ( aldolase), isomérase et ligase ( vallee et Auld, 1990).
Les fonctions biochimiques du zinc dans les enzymes peuvent étre classées selon trois types :

- Catalytiques : la présence du zinc conditionne I’existence d’une activité catalytique;

- Structurales : le zinc stabilise les structures tertiaires et quaternaires, permettent a la

protéine de garder une conformation active (protéine de liaison a I’ADN);
- Régulatrices: le zinc a un effet activateur ou inhibiteur sur ’activité catalytique

(aminipeptidase) (prasad, 1993).

a. Les sites structuraux
Les sites structuraux possédent une proportion plus importante en résidu cystéine et histidine.
Les sites a zinc adoptent le plus fréguemment une conformation tétraédrique dans les protéines,
établissant des liaisons avec des groupements soufrés (tels les groupements thiols des cystéines)
ou azotés (asparagine). L’histidine est le ligand le plus courant, suivie par la cystéine, puis les

résidus glutamate et aspartate (Dudev et Lim, 2003).

L’histidine se coordonne via son noyau imidazole et constitue donc un donneur neutre, alors
que les résidus glutamate et aspartate se lient par I’intermédiaire de leurs groups anioniques

carboxylates déprotonés (figure 08) (Tamames et al., 2007) .
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Figure 08: Site structural et catalytique des protéines a zinc (maynard et Covell, 2001).

b. Les sites catalytiques

Les sites catalytiques sont tenus pour responsables de 1’activité enzymatique des protéines a
zinc. La réaction s’effectue au niveau de la molécule d’eau liée au métal et peut mener a trois
mécanismes de réactions difféerentes (figure 09):

Le plus fréquemment, le zinc agit comme acide et active la molécule d’eau par
déprotonation, de facon a engendrer une espéce hydroxyde plus nucléophile a un pH proche de la
neutralité (Parkin, 2004). Ce mécanisme se trouve, par exemple, pour 1’anhydrase carbonique qui
posseéde, outre la molécule d’eau liée au zinc, trois ligands histidines neutres en premiere sphere de
coordination (Tripp et al., 2001).

Un deuxiéme moyen d’activer la molécule d’eau apparait dans le cas de I’enzyme
carboxypeptidase et phosphatase alcaline possédant un résidu glutamate dans son site actif. La
charge anionique de ce résidu rend la déprotonation a pH neutre de la molécule d’eau plus difficile
et incompléte. Dans ce cas, un glutamate sert de base pour activer la molécule d’eau par
polarisation et permet la formation d’une espéce hydroxyde).

Le dernier type de participation du métal implique le déplacement complet de la molécule
d’eau par un substrat. Ceci se produit, par exemple dans le cas de 1’alcool déshydrogénase du

foie, pour laquelle I’eau est déplacée par une molécule d’alcool (Alvarez-santos et al., 1994).
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Figure 09 : Mécanisme d’action des sites catalytiques a zinc (Vallee et Auld, 1993)

5.3. Réle antioxydant du zinc

Le role antioxydant du Zn s’exerce indirectement en assurant la stabilisation de la Cu-Zn
SOD (jemaia et al., 2007). Au-dela de cette fonction, le zinc posséde d’autres propriétés
antioxydantes pour lesquelles le mécanisme précis reste encore incomplétement connu (Prasad et
al., 2004).

Le zinc inhibe la production des espéces radicalaires de 1’oxygene (ERO) par les métaux de
transition, en entrant en compétition avec eux dans la réaction de Fenton. Il entrerait en
compétition avec le fer et le cuivre, en diminuant, d’une part, leur absorption intestinale et, d’autre
part, la chélation de ces derniers par la cystéine. Cependant, le fer lié a celle-ci peut transférer des

¢lectrons a I’oxygene et permettre la production d’anion superoxyde (Claeyssen et al., 2009).

Le zinc protége les groupements thiols (SH) des protéines contre 1’oxydation induite par le
fer ou par les ERO, en empéchant la formation des ponts disulfures intramoléculaires (Patricia,
2012). Par ailleur le zinc inhibe ’enzyme NADPH oxydase qui catalyse la production d’O2.- a
partir d’O2 (Prasad, 2008).

Le zinc joue un r6le important au niveau membranaire ayant un effet stabilisateur. Aussi il

induit la production des métallothionéines, riches en cystéine, qui peuvent piéger les radicaux
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hydroxyles. Ceci entraine la formation de ponts disulfures et ainsi, le relargage de zinc qui pourrait

alors étre capté par les membranes (Maret, 1995).

6. Effet pathologiques de carence en zinc

Le zinc est important pour de nombreuses fonctions. Il soutient la croissance et le
développement pendant la grossesse, I’enfance et 1’adolescence. La carence en zinc peut
provoquer une perte d’appétit et un retard de croissance. Dans les cas les plus graves, on peut
observer une perte de cheveux, de la diarrhée et un retard de la maturation sexuelle (Benoist et al.,
2007). Les carences en zinc sont associées aussi a une plus grande incidence des infections et a un
défaut de cicatrisation des plaies lié aux dysfonctionnements de la fonction immunitaire (Molnar
et al., 2014). La déficience en zinc peut également provoquer la diminution de la dépression
respiratoire et la diminution du goQt et de l'odorat et retard a la cicatrisation des plaies (park et al.,
2009).

Par ailleur, le déficit en zinc diminue l'activité des désaturases, en altérant le métabolisme
des acides gras omégas 6 et oméga 3 essentiels a la croissance neuronale, ce qui expliquer I'effet

de la carence en zinc sur les altérations cérébrales (Bhatnagar et Taneja, 2001).

Une carence en zinc réduit aussi la capacité de défense immunitaire et défense oxydative des
cellules, par le dysfonctionnement progressif des activités enzymatiques, de la défense des
hétérophiles ou neutrophiles et des macrophages et de I’intégrité des structures cellulaires liées au
zinc. Une carence en zinc, conduit a une réduction de l'activité du thymus, un changement de
I'équilibre des cellules T auxiliaire et une insuffisance fonctionnelle des cellules immunitaires
(Hajo et Lothar 2009). Les déficits en zinc sont également associés a une augmentation de

I’apoptose des lymphocytes et a une lymphopénie (Kolenko et al., 2001).

7. Zinc et diabéte

7.1. Zinc et insulinosécrétion

Le zinc, participe au stockage de I’insuline. Le zinc est un des composants de 1’insuline et il
est vraisemblablement aussi indispensable a son action sur la cellule. (Nisa et al., 2015). En effet,
au cours de sa maturation, 1’insuline est complexée sous forme d’hexaméres avec deux atomes de
Zn (figure 10). Ce complexe relativement peu soluble se cristallise dans les vésicules sécrétoires
(Dunn, 2005). Des analyses en fluorescence ont permis de mettre en évidence que la concentration
en Zn dans les Tlots de Langerhans était en relation avec la synthese, le stockage et la sécrétion
d’insuline (Zalewski et al., 1994).
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Figure 10: Hexamere d'insuline complexé a deux atomes deZn (Dunn, 2005).

Le Zn intervient également dans la sécrétion d’insuline, au niveau des ilots pancréatiques. La
cascade de signalisation, induite par le glucose et permettant cette sécrétion, fait intervenir
des canaux potassium ATP-dépendants (Rutter, 2004). Or, le Zn a été identifié comme étant un
régulateur intra et extracellulaire de ces canaux potassiums (Prost et al., 2004). De plus, la
liaison du Zn sur des résidus histidines des quatre sous-unités régulatrices SURL

(SulfonylUrea Receptor 1) active le canal (Bancila et al., 2005).

De plus, un gene SLC30AS8, exclusivement exprimé dans les cellules B du pancréas, qui
code pour un transporteur de Zn ( ZnT-8), étroitement lié au processus de stockage et de
relargage de ’insuline (Chimienti, 2004). Le ZnT-8 facilite [’accumulation du Zn du
cytoplasme vers les vésicules intracellulaires. Autres transporteurs du Zn sont identifiés tels
que ZnT-1, 2, 5, 8 et Zip4, ZnT-5 est abondant au niveau de I’appareil de Golgi et des vésicules
sécrétrices, lieux d’assemblage et de stockage du complexe Zn-insuline (Dufner-Beattie et al.,
2004).

7.2. Zinc et insulinoresistance

La phosphorylation des tyrosines du récepteur a I’insuline est I’un des processus central de
la transduction du signal de I’insuline. La « Protein Tyrosine Phosphatase 1B » (PTP 1B) est la
phosphatase « clé » dans le mécanisme de déphosphorylation du récepteur de 1’insuline (Kenner et

al., 1996) et donc dans son inactivation. Or, le Zn inhibe , de maniére réversible, 1’activité

enzymatique de la PTP 1B(figure 11) (Haase et Maret, 2003).
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Figure 11: Effet du Zn et du couple redox sur la phosphorylation du récepteur a I'insuline (Haase
et Maret, 2005).

Une carence en zinc provoquerait une insulino-résistance induite par des modifications,
soit du récepteur a I’insuline, soit des mécanismes post-récepteurs (Simon et Taylor, 2001).
Donc un apport faible en Zn aggrave le diabéte par une réduction de 1’assimilation du
glucose par les tissus périphériques et/ou par une diminution de la disponibilit¢ de 1’insuline.
Les diminutions de I’assimilation du glucose et de la disponibilit¢ de [I’insuline
seraient attribuées, respectivement, a une insulino-résistance périphérique (Faure et al.,

1992) et a un déréglement de la sécrétion de 1’insuline (Huber et Gershoff, 1973).

Chez les diabétiques, on peut en outre s’attendre a une zincurie importante qui peut entrainer
un appauvrissement en zinc. Le taux de zinc dans le sérum est généralement plus bas chez les
diabétiques que chez les personnes sains. En cas de carence en zinc, les diabétiques de type 2 ont
une libération diminuée d’insuline (Wutzke et lorenz, 2004). Le zinc aussi a un réle important
dans la transduction du signale au niveau du récepteur d'insuline par la régulation de I'activité de la

tyrosine phosphatase (Hajo et al., 2008) .

28



CHAPITRE Il
Cuivre et calcium



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE Chapitre III Cuivre et Calcium

I. Cuivre
1. Métabolisme du cuivre
1.1. Absorption

L’absorption du cuivre se fait au niveau du tube digestif, principalement dans le duodénum.

Il rentre dans les entérocytes par deux mecanismes :

- Grace a un transporteur saturable et ayant une haute affinité pour le cuivre : le« human copper
transporter 1» (hCtrl). Ce transporteur permet ’absorption de Cu® lorsque la concentration en
cuivre dans les entérocytes est faible (Moller et al., 2000; Portnoy et al., 2001) . Il est présent dans

toutes les cellules de I’organisme;

- Via une diffusion passive a travers la bordure en brosse, qui est prédominante lorsque la

concentration en cuivre dans les entérocytes est forte (Tapiero et al., 2003).

Un autre transporteur de métaux, le « Divalent Metal transporter 1 » (DMTL1), aussi connu
sous le nom de « Natural Resistance Associated Macrophage Protein 2» (NRAMP2) et de «
Divalent Cation Transporter 1 » (DCT1), pourrait également jouer un role dans I’absorption du
cuivre de maniére non spécifique (Arredondo et al., 2003). Mais la voie majoritaire la plus
probable est certainement le transporteur comme copper transporter 1(CTR1) présent dans la

membrane de toutes les cellules de 1’organisme (Kuo et al., 2001).

Les adénosines triphosphatases de cuivre

Les adénosines triphosphatases (ATPases ) de cuivre sont des protéines transmembranaires
contenant une seule unité de masse moléculaire environ 170 kD . Les régions N - et C-terminale
sont cytoplasmiques (Giuseppe et al., 2014). Les pompes sont possédent plusieurs domaines
distincts: un domaine de transduction de motif TGE (thréonine/glycine/glutamate) , un canal
formé par I'ensemble de 8 hélices transmembranaires , un motif CPx (Cysteine/Proline) de
I’hélice 6, formant la porte dans le canal de cuivre (L’acide aminé x est le plus souvent une
cystéine, comme dans I’ATPase de la levure ou dans les ATPases humaines), un domaine de
phosphorylation de motif DKTGT (Aspartate/ lysine/thréonine/glycine/thréonine), et un domaine
de liaison a I'ATP de motif GDG (glycine/aspartate/glycine). Le nombre et la localisation des
hélices de la membrane , la présence de domaines de liaison de métal dans I' extrémité N-
terminale et le motif CPX- en hélice 6 sont des caractéristiques uniques de ATPases de métaux
lourds (Ruslan et al., 2002).
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ATPases de cuivre sont membres de la classe d' ATPases de type P qui comprend Na , K-
ATPases , Ca-ATPase , et des enzymes associées. La fonction de ATPases de cuivre est a la
translocation du cuivre a travers différentes membranes biologiques (Giuseppe et al., 2014).

1.2. Transport et distribution
1.2.1. Transport

Arrivé dans le secteur intracellulaire, le cuivre se fixe a des molécules chaperonnes: Atox1
(Antioxydant protein 1) (Garcia et al., 2009) delivre le cuivre aux transporteurs ATPase de type P
(Fatemi et Sarkar, 2002) copper-transporting ATPase 1 (ATP7A) qui est présente dans le trans-
Golgi de tous les tissus a I’exception du foie (Garcia et al., 2009; Trocelloa et al., 2010), qui
assure le passage du cuivre dans 1’appareil de Golgi en utilisant I’énergie d’hydrolyse de I’ATP
(Figure 12) (Puig et Thiele, 2002).

Une fois dans la circulation, le cuivre li¢ a I’albumine ,I’histidine et a la transcupréine est

transporté via la veine porte vers le foie, organe majeur de la régulation de I’homéostasie du cuivre

(De Bie et al., 2007).

Aliments I Siciial I .

3 i '.""'“‘\
) Veine porte
[ — Heph [——

{ —¢mwr _ g
o ,._.;-_:::\// ‘ " | Complexe
— BIroport: |y-albumine

Lumiére % x\ .

intestinale - Cu ATP7AJ Cu-histidine

Bordure /,_O
en brosse ' b
4
&

|\ S

Figure 12: Métabolisme du cuivre dans les entérocytes (Guiraud et al., 2003).

Transport dans le foie

Le cuivre est internalisé dans les hépatocytes par le transporteur CTR1 (copper transporter
1). Dans I’hépatocyte, il est lié a la chaperonne cytosolique Atox 1 qui le transmet a la protéine
ATP7B, une ATPase membranaire qui permet son transport a travers la membrane du réseau
trans-Golgi et ainsi dans la voie sécrétoire de [’hépatocyte ou il est incorporé dans la

céruloplasmine (Hernandez et al., 2008) a raison de six atomes de cuivre au maximum par
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protéine puis est distribué au niveau des tissus périphériques (Huster et Lutsenko., 2007), elle
contient plus de 90 % du cuivre plasmatique chez les vertébrés (Guiraud et al., 2003). En cas
d’augmentation importante du taux de cuivre dans 1’hépatocyte, ATP7B (copper-transporting
ATPase 1) est impliqué dans I'exportation de cuivre au niveau de l'appareil de Golgi a partir des
hépatocytes dans la bile (Vassiliev et al., 2005; Trocelloa et al., 2010; Willianne et al., 2012).

Transport de cuivre dans le plasma
Dans le sang le cuivre est présent dans les globules rouges (sous forme d'érythrocupréine)
et dans le plasma, il est soit fixé sur le sérumalbumine (2 %) (Valdiguie, 2000), soit surtout

présent dans une ay-glycoproteine et la céruloplasmine (95 %) (Trocelloa et al., 2010).

La céruloplasmine est une hétéroprotéine, contenant 6 a 8 atomes de cuivre pour un poids
moléculaire de 135 000 D soit 0,34 % de cuivre. Il posséde l'activité d'une oxydase ou le cuivre
serait le coenzyme. Chez l'adulte les valeurs usuelles de céruloplasmine sont de 0,2 a 0,5 g/l
(\Valdiguie, 2000).

1.2.2. Distribution

1.2.2.1. Maintien du stock en cuivre

Le réle du tube digestif dans le maintien du stock en cuivre est particulierement bien illustré
au cours de la maladie de Menkes. Cette pathologie est caractérisée par des mutations dans le géne
ATP7A qui code pour une des protéines MNK (Menkes Protein) impliquées dans la sortie

entérocytaire du cuivre vers la circulation genérale (Miguel et Marco, 2005).

Le foie est particulierement impliqué dans la gestion du stock en cuivre puisque les pertes de
cuivre sont essentiellement biliaires. Ces pertes sont d’origine hépatocytaire et nécessitent
I’intervention de la protéine WND (Wilson disease protein) codée par le géne ATP7B qui est muté
au cours de la maladie de Wilson, pathologie de surcharge en cuivre. La protéine impliquée dans
la maladie de Wilson est une ATPase de type P similaire a celle impliquée dans la maladie de

Menkes, et est tres exprimée au niveau du foie (Figure 13) (Miguel et Marco, 2005).
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Figure 13: Eléments de I'noméostasie du cuivre (Bonnie et al., 2007)

1.2.2.2. Molécules chaprones

L'accumulation de cuivre dans le cytoplasme pose un risque pour les dommages oxydatifs ,
afin de minimiser cette possibilité, deux systemes de protection peuvent participer a la
désintoxication :

- Les metallothionéines sont des polypeptides riches en cystéine qui lient les ions métalliques, y
compris Cu (I) (Winge, 1991). Dans des conditions de concentrations élevées de cuivre
intracellulaires, le cuivre est séquestré par les métallothionéines dans le cytosol et, si elle est
excessive, transportée vers les lysosomes. Les métallothionéines sont inductibles et leur
expression est augmentée en réponse a des niveaux élevés des ions métalliques ( Sturniolo et al.,
1999).

- Les métallochaperones sont des protéines cytosoliques qui lient les ions de métaux lourds dans
des complexes labiles (Huffman et O'Halloran, 2001). Au moins six chaperons de cuivre ont été
identifiés chez les eucaryotes :

« Atox1 (Antioxidant 1 Copper Chaperone ) interagit directement avec I' ATPase de cuivre; s'il
s'agit d'une étape essentielle dans le transport du cuivre par ATPase ( Walker et al , 2004).

« COX17 (Cytochrome c oxidase copper chaperone) a été montré chez la levure pour apporter
le cuivre vers les mitochondries pour I'incorporation dans le cytochrome C oxydase (Heaton et al.,
2000).

 Scolp et Sco2p de levure (Saccharomyces cerevisia) semblent participer a la prestation de
cuivre de COX17 de cytochrome ¢ oxydase (Antoni et al., 2009).
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» Cox11 code pour une protéine de la membrane mitochondriale interne (Tzagoloff et al., 1993)

» CCS (Chaperon Copper pour la superoxyde dismutase) délivre le cuivre spécifiquement vers
le cytosol pour I'incorporation dans Cu, Zn superoxide dismutase (Zheng et al.,2010).

o NML45 (nucléaire Menkes-like protein), qui peut transporter le cuivre dans le noyau des
cellules humain (Reddy et al., 2000).

1.2.2.3. Répartition dans I'organisme

Le cuivre se trouve dans tous les organes et les tissus du corps humain, il est normalement
lie aux protéines ou a des composés organiques et ne se trouve pas sous forme d'ions de cuivre
libres. Le cuivre est présent dans le cytoplasme, le noyau et les mitochondries de I'ensemble des
cellules de l'organisme. L'organe le plus riche en cuivre est le foie ou il est fixé par des
métallothionéines qui sont des protéines cytoplasmiques inductibles, sous I'effet du zinc

notamment ( Sturniolo etal., 1999 ) .

D'autres organes qui ont des concentrations élevées de cuivre sont les reins, le cceur,
I'estomac et les différentes parties de l'intestin (James et al., 2010). Le cuivre est absolument
indispensable au fonctionnement cérébral, mais on ne connait pas les mécanismes régulant ses
échanges entre le cerveau et le plasma, on sait cependant que les groups SH jouent un réle
déterminant. Dans des conditions normales, le maintien de la teneur physiologique en cuivre de

I’organisme est assuré presque exclusivement par I’absorption gastro-intestinale (Ma et Betts,
2000).

1.2.3. Pertes et élimination du cuivre

Le cuivre normalement ne s'accumule pas dans I'organisme. Les voies d'élimination sont de
valeur trés inégale. une part mineure est éliminée par voie urinaire (Valdiguie, 2000).- une
majeure partie est éliminée par les voies biliaires et par les feces : le cuivre fécal représente plus
de 98 % du cuivre alimentaire (De Bie et al., 2007). La bile est la principale voie pour I'excrétion
de cuivre et est extrémement important dans le contréle des niveaux du cuivre dans le foie (Winge
et Mehra, 1990).

2. Réle physiologique du cuivre
Le cuivre est concentré dans le tissus nerveux, le foie, le ceeur, le rein, il est le cofacteur de

plusieurs enzymes du métabolisme intermédiaire, essentiellement des oxydases (Frenot et
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Vierling, 2001) et impliqués dans des réactions d'oxydoréduction ou dans le métabolisme de
I’oxygene. Ce métal n'agit jamais comme ion libre au niveau cellulaire, mais:

- soit sous forme liée a la partie protéique de métalloenzymes.

- soit sous forme de complexe pouvant se lier au substrat.

Les principales enzymes renfermant du cuivre sont la dopamine S hydroxylase, catalysant la
synthése de la noradrénaline (Valdiguie, 2000), la cytochrome C oxydase, maillon des chaines
respiratoires (Kumar et al., 2007), la céruloplasmine (impliquée dans le transport du cuivre et
surtout dans une activité ferro-oxydasique maintenant le fer a I'état ferrique) (Harris et al., 1998) et
la superoxyde dismutase qui protege les cellules de I'effet toxique des radicaux libres de I'oxygéne
(Gambling et al., 2011).

Le cuivre est indispensable a la synthése du collagéne, de 1’¢élastine (macromolécule du tissu
conjonctif) et de I’hémoglobine (par mobilisation du fer ferreux), il est nécessaire au
fonctionnement du systéme nerveux central et a ’intégrit¢ de la myéline (80 pg/g de myéline)

(Frenot et Vierling, 2001).

3. Pathologie associé au cuivre

3.1. Effets toxiques du cuivre

Le cuivre peut s’accumuler et devenir toxique pour la cellule. Les mécanismes de toxicité
sont a la fois liés au stress oxydant et aux interactions directes avec les composants cellulaires. En
effet, le Cut réagit avec le peroxyde d’hydrogéne (H202) pour générer le radical hydroxyle
(HO®) comme suite: (Cu(I) + H202 — Cu(I) + HO® + HO ) (Wardman et Candeias, 1996). Le
radical hydroxyle est particulierement délétere vis-a-vis des matériaux biologiques , un radical trés
réactif et qui peut causer des dommages cellulaires. Les effets toxiques du cuivre peuvent
¢galement résulter de 1’affinité des ions Cu2+ pour ’ADN (Bremner, 1998). L’autre mécanisme
de toxicité du cuivre en exces est la modification des structures en doigts de zinc de certains

facteurs de transcription qui ne peuvent plus se lier a I’ADN (Guiraud et Horn, 2003).

3.2. Maladies héréditaires du méetabolisme du cuivre

L’homéostasie du cuivre est primordiale et son déréglement entraine deux maladies
génétiques. Il s’agit des maladies de Menkes (Kodama et al., 1999) et de Wilson (Ferenci, 1999).
La maladie de Wilson résulte de I’accumulation de cuivre au sein de plusieurs organes et tissus.
Elle se présente sous différentes variétés cliniques, les plus communes étant des maladies du foie,

une anémie et des troubles neuropsychiatriques. Cette accumulation de cuivre résulte d’un défaut
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de la protéine Cu-ATP7B (ou protéine Wilson) de type P. Le gene qui code cette protéine est situé
sur I’autosome 13 chez I’homme Cu- ATP7B transporte le cuivre de fagon spécifique (Chen et al.,
2015). L’accumulation de Cu engendre des cirrthoses hépatiques ainsi qu’une

neurodégénérescence (Roger, 2010).

La maladie de Menkes est une maladie neurodégénérative. Le cuivre, ingéré oralement,
s’accumule dans I’intestin et 1’absorption par les autres organes et tissus (sang, foie, cerveau) est
insuffisante. Le syndrome de Menkes est di a une mutation du géne ATP7A, localisé sur le
chromosome X; géne qui code pour une protéine Cu-ATP7A (Hille et al.,, 2016). La
neurodégénérescence et I’hypothermie sont les principaux symptoémes de cette maladie qui peut
entrainer la mort au stade infantile (Zeynep et Lisbeth, 2010).

3.3. Maladies neurodégénératives du cuivre

La surproduction des espéces réactives de 1’oxygene Cu-dépendante, joue un rdle important
dans la mort neuronale au cours de la maladie d’Alzheimer. La sclérose latérale amyotrophique est
une autre maladie neurodégénérative liée aux neurones moteurs. Un géne anormal a été identifié
comme celui de la Cu/Zn-SOD (Rosen et al., 1993). Par comparaison au géne normal, la forme
mutée posséde le méme nombre d’ions Cu et garde I’activité dismutase, par contre, elle produit
beaucoup plus des radicaux libres en présence de peroxyde d’hydrogéne. Cela est probablement

dd a une altération de la spécificité pour son substrat (Rotilio et al., 2000).

I1. Calcium
1. Métabolisme du calcium
1.1. Absorption

L’absorption du calcium est exclusivement intestinale a lieu essentiellement au niveau du
duodénum (McCormick, 2002). Deux mécanismes distincts contribuent a ce processus (figure 14):
D’une part un transport actif (20%), dépendent de la vitamine D, qui s’effectue dans le duodénum
et le jéjunum supérieur, assuré par une protéine de transport [calcium binding protein] (CaBP)
(Bronner, 2003; Lemoine, 2003), d’autre part une diffusion passive (80%), tout le longue de
I’intestin gréle, et ne dépend que du gradient de concentration entre le taux du calcium de la

lumiere intestinale et celui du plasma (Guenard et al., 2009).

Quand I’apport en calcium est élevé, ce mécanisme passif permet 1’absorption de la plus

grande partie du calcium (Abrams, 2003). Une insuffisance d’apport en calcium est compensée par
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une augmentation du coefficient d’absorption du calcium par I' activation du métabolisme de

vitamine D et de diverse hormone dont la parathormone (PTH) (Davies et al., 2000).

Il_.uumlé.re L Compartiment
testimale Cellule intestinale Extracellulaire
ATPase Ca2+
Calt —{» Calt —» »Cadb— {0 Cad+ Transport actif transcellulaire
I~ calcitriol (vitamine D) dépendant
Protéine de transport
. Transport passif paracellulaire
Calt Ca2+ fonction du gradient de concentration
Cellule intestinale

Figure 14 : Voies d'absorption du calcium (Hardman et Limbird, 1998).
L’absorption déterminée soit par la voie para-cellulaire passive ou par la voie trans-cellulaire:

a. Voie para cellulaire
Elle dépend de la différence de la concentration du calcium ionisé entre la lumiére intestinal
et le plasma ainsi que de la vitesse du transit du bol alimentaire dans I’intestin (figure 15).
L’orsqu’il ya beaucoup de calcium libre dans I’intestin, son absorption passive par diffusion entre
les cellules de la muqueuse intestinale est importante (James et Ryan, 2010).

Voie de transport paracellulaire
du calcium dans | "intestin

Casres C o

HZO HZO

Glucose Glucose

Equilibre osmotique

=

Gradient ¢lectro-chimique

Figure 15: Voie para cellulaire (Davies et al., 2000).
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A Tinverse, lorsqu’il ya peut de calcium dans I’intestin, non seulement 1’absorption passive
diminue, mais il peut méme y avoir une sécréetion vers la lumiére intestinale, ce qui entraine une
diminution du calcium ionisé sanguin, (Sharon, 2008) . C’est le mécanisme passif ne dépend que
du gradient de concentration entre le taux du calcium de la lumiére intestinal et celui du plasma
(Davies et al., 2000).

b.Voie transcellulaire
Une partie du calcium ionisé présent dans la lumiére de I’intestin est absorbée par un
mécanisme de transfert actif au niveau de membrane des cellules de 1’épithélium intestinal
(entérocytes). Dans le quelle le calcium rentre par la brosse travers le cytosol et est rejeté dans la
circulation sanguine par l’intermédiaire d’une ATPase magnésium (Mg®") dépendant et aussi
pampe 1’échangeur Na'/calcium. Une protéine dite calcium CaBp (calcium binding protéine)
interviendront dans ce transport, mais son réle précis est encore a définir. Le 1.25-dihydroxy
vitamine D3 (1-25di OH D3) est un régulateur de cette voie cellulaire, elle augmente ’entrée du
calcium dans la cellule et active I’ATPase calcium Mg dépendant. (Reinhardt et al., 1988). Le
transport transcellulaire du calcium s'effectuer au moins en trois étapes (figurel6):
» L’entrée dans la cellule a travers la membrane luminale au apicale.
» Latraversée du cytoplasme
» Lasortie a travers la membrane latéro-basales vers le sang.
La synthese des canaux calcique est stimulée par la 1.25-dihydroxy vitamine D3 ou celui

calcitriol, qui est la forme active de la vitamine D produite par les reins (William, 2007).

Voie de transport trans-cellulaire
du calcium dans | ’intestin

Cat++

Cat++

Calcium ATF ase

— Cat++

Figure 16 : Voie trans-cellulaire (Davies et al., 2000)
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Lorsque les apports calcique sont faibles , les mécanismes d’absorption active du calcium sont
stimulés et la voie passive est ralenti. A I’inverse, en cas d’apports élevés du calcium, la voie

active est inhibée et la voie passive est alors prépondérante (Davies et al., 2000).

b. Facteurs intervenant dans I’absorption du calcium

L’efficacité nutritionnelle du calcium ingéré est sous la dépendance de nombreux facteurs
biochimiques. Les uns renforcent la valeur calcique de la ration, d’autres lui en sont défavorables
(Adrian et al., 2003) :

Classiquement un rapport alimentaire calcium sur phosphore égal a 1/1,5 chez 1’adulte est
considéré comme le plus favorable & 1’absorption calcique (Comelade, 1995 ). Ces deux éléments
sont liés parce que leur absorption commune est favorable a chacun d’eux (Alias et al., 2008). En
effet, I’excés de ’'un entrainera I'élimination de 1’autre (Lederder, 1985).

Il a été démontré que la diminution des apports protéiques induit une diminution de
I’absorption digestive du calcium (Breuil et Euller, 2004). Les protéines représentent un nutriment
spécifique, par leur influence marquée sur la production d’insulin-like growth factor - 1 (IGF - 1) ;
facteur indispensable a 1’acquisition et au maintien d’un bilan osseux positif. Les protéines, dont la
caséine, stimulent par I’intermédiaire de certains acides aminés essentiels, la sécrétion d’IGF - 1
par le foie. Ainsi, ’IGF - 1 agit aussi au niveau rénal, en stimulant la production du métabolite
actif de la vitamine D (1,25(OH)2D), qui a son tour, augmente la capacité de 1’épithélium
intestinal a absorber le calcium (Tome et al., 2002 ; Bonjour et al., 2005) ;

D’un autre c6té, les aliments contenant ’acide phytique, ou de 1’acide oxalique, provoquent
la formation des sels insolubles (oxalates de calcium ou phytates de calcium), empéchant
I'absorption du calcium et entrainant ainsi 1’élimination dans les selles (Apfelbaum et al., 2004) ;

D’une fagon générale; 1’alcool, la caféine et la nicotine augmentent I’élimination du calcium
(Gayet et Cazel, 2002). Les fibres alimentaires consommeées en exces entrainent I'élimination
d'une partie du calcium alimentaire dans les féces. Mais également, les acides gras saturés a
longue chaine diminuent la digestibilité calcique en formant des savons intestinaux insolubles
(Etcheverry et al., 2012);

Un régime hypersodé peut induire, via une diminution de la réabsorption tubulaire rénale,

une augmentation de 1’excrétion urinaire de calcium (Alias et al., 2003).

1.2. Distribution dans I’organisme
La concentration du calcium extracellulaire est d'environ 5 mmol/l (210 mg/l) et elle est

controlé de facon tres stricte. La concentration intracellulaire est de 0.05-1 mmol/l (2.1-42 mg/l),
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cette quantité est tres importante pour des organites intracellulaire comme mitochondries et

réticulum endoplasmique (Parikh et Yanovski, 2003).

Le squelette contient plus de 99% du calcium de I'organisme. Chez I'adulte, la captation et le
relargage de calcium par I'os sont & peu prés équivalents, mais au cours du vieillissement, la perte
prédomine. Au total, la distribution du calcium est essentiellement osseuse et extracellulaire
(Pierre, 2000). Le 1% de calcium restant joue un réle essentiel dans de nombreuses fonctions
vitales de I’organisme : coagulation du sang, activité musculaire et cardiaque, pression artérielle,

transmission de 1’influx nerveux, fonctionnement de nombreux enzymes (William, 2007).

1.3. Elimination de calcium

L’élimination du calcium se fait principalement par les reins et par le tube digestif. La sueur
et le lait en période de lactation sont aussi le siege de cette excrétion (Duclos, 2003; Biesalski et
Grimm, 2004). L’excrétion urinaire du calcium est la résultants de la masse filtrée par le
glomérule et de la quantité réabsorbée. La quantité filtrée est d’environ 9g de ca®* par jour et la
réabsorption tubulaire, tres efficace, en réintroduit 98 % dans la circulation. L’efficacité de la
réabsorption du calcium est étroitement régulée par I’hormone parathyroidienne (PTH); elle
dépend aussi de la quantité de Na* filtré, de la présence d’anions non réabsorbée , et elle est
influencée par les diurétiques qui agissent sur la portion excédante de I’anse de henlé comme
exemple les diverse thiazidiques réduisent la calciurie, simplement on dissociant le couplage dans
I’excrétion du Na'et du Ca*. Il semble que la régulation instantanée des taux plasmatique de Ca?*
est due a I’action tubulaire de la PTH (Hardman et Limbird, 1998).

Des ajustements de faible capacité de la calciurie sont possibles dans le tubule distal et le
canal collecteur, sans rapport avec le sodium. Le calcium finalement excrété ne représente en
général qu'un ou deux pour cent du calcium plasmatique. L'excrétion urinaire de calcium,
quantitativement faible, n'est pas un moyen de contréle efficace de la calcémie (Mundy et Martin,
1993).

Pour une calcémie normale, une tres petite partie du calcium filtré est éliminé. En cas
d’hypercalcémie la moitié du calcium est réabsorbée et I’autre moitié est éliminé (Lagente, 2000).
Ceci revient a dire, que la perte urinaire inévitable est imposée par la constance de la calcémie
(Coxam et Davicco, 2006). En ce qui concerne 1’¢limination fécale ; elle est constituée du calcium

alimentaire qui n’a pas été réabsorbé (Lagente, 2000).
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1.4. Regulation du métabolisme calcique

Trois hormones tiennent un role primordial dans la régulation de ce métabolisme (figure 17).
Deux d’entre elle sont hypercalcémiantes : la parathormone (PTH) et le calcitriol, la troisiéme est
hypocalcémiante : la calcitonine (Ruasse, 2002). Ces régulateurs interviennent par 1’intermédiaire

de trois récepteurs principaux, 1’os, le rein et I’intestin (Houillier, 2002).

Kidney Gut

Figure 17: Régulation hormonale de calcium (Munro, 2010).

a. la parathormone
C’est une hormone peptidique de 84 acide aminés, sécrétée par les glandes parathyroides
(Silbernagl et Despopoulos, 2001). La PTH favorise indirectement 1’absorption intestinale du
calcium par augmentation de la synthése rénale du calcitriol. Elle stimule la résorption osseuse en
synergie avec le calcitriol, augmente la réabsorption tubulaire distale du calcium (en augmentant
la synthése de calcitriol) et inhibe la réabsorption tubulaire proximale du phosphore inorganique
(Souberbielle et al., 2006).

b. La vitamine D
La vitamine D existe sous deux formes. La vitamine D2 d'origine végétale, et la vitamine D3
issue de la conversion du déhydrocholestérol par les ultraviolets au niveau cutané en provitamine
D3 isomérisée en vitamine D3. 1l y a seulement 1 a 3 ng de vitamine D par millilitre de sang. Le
foie est I'organe de stockage et de transformation en 25-hydroxyvitamineD (25-OH-VitD). Ce
métabolite est la forme principale de circulation de la vitamine D. Cette 25-OH-VitD est
transportée dans le sang par une protéine, la vitamineD-binding-protéine (VBP). Il existe
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differentes hydroxylations de la 25-OH-VitD dans divers organes. Au niveau du rein, la PTH
favorise la production de 1,25-(OH)2Vit D ou calcitriol (Reinhardt et al., 1988).

La 1,25-(OH)2Vit D agit comme une hormone stéroidienne, la fraction libre de cette
molécule agit dans la cellule méme, grace a ses propriétés lipophiles, et régule des synthéses

protéiques. Les tissus cibles sont divers, mais I'essentiels sont I'intestin et I'os .

Au niveau intestinale, La 1,25(0H)2 D active la synthése des protéines de la bordure en
brosse et le transport du calcium et du phosphate au travers de la muqueuse intestinale. Elle
augmente la permeéabilité de la bordure en brosse aux ions calcique par voie active. Sous
I'influence de la vit D, le calcium s'accumule dans les organites de la cellules intestinales a partir
desquels il peut etre exporté au travers de la membrane basolétérale vers la circulation par un
transport actif ATP dépendant également induit par la 1,25(0OH)2D. La vitamine D est ainsi
capable de stimuler I'expression des ARNm codant la calbindine et la pompe a calcium ATP
dépendante. la calbindine lie deux ions de calcium et contribue ainsi a régler la concentration
intracellulaire de calcium au niveau des entérocytes et a favoriser son absorption intestinale

(Georges, 2001; Jean-louis et Genevieve, 2011).

Au niveau de I'0Os, Les cellules osseuses (ostéoclastes et ostéoblastes) possedent des
récepteurs a la vitamine D, ce dernier stimule la synthese par I'ostéoblaste de certains protéines
entrant dans la composition du tissu osseux dont l'ostéocalcine et I'ostéopontine (Jean-louis et
Geneviéve, 2011). La 1,25(0H)2D est un puissant inhibiteur des genes du collagéne et activateur
pour celui de I'ostéocalcine: elle favorise la maturation des ostéoclastes et la mobilisation calcique.
A dose élevée la 1,25vit D exerce une stimulation de la résorption osseuse et inhibe la synthese de

collagene de la matrice (Georges, 2001).

c. Lacalcitonine
La calcitonine est une hormone hyporcalcémiante, sécrétée par les cellules C de la glande
thyroide, lorsque la calcémie augmente. Son role principal est de diminuer la mobilisation du

calcium osseux. La calcitonine inhibe la résorption osseuse ostéoclastique (Houillier, 2002).

2. Role physiologiques du calcium

Le calcium est un minéral essentiel, jouant un réle dans divers types de cellules. Il a une
importance considérable dans la physiologie de 1’organisme en intervenant dans de nombreux

processus biologiques (Labarthe, 2005).
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Le calcium est un constituant essentiel et majeur de la matrice minérale de 1’os et des dents.
L’os est un organe vivant en continuel renouvellement et fait fonction de réservoir de calcium
échangeable (Scanlon et Sanders, 2007). Dans le cas d’une hypocalcémie, la réserve de calcium de
I’0os est mis a contribution pour protéger le fonctionnement du cerveau, des poumons et des

muscles dont le muscle cardiaque (Lambert-Lagace, 2004).

Le calcium est un cofacteur de nombreuses enzymes. Il est aussi ’activateur de voies
métaboliques essentielles (Munro, 2010). Il intervient dans le processus de la coagulation sanguine
et joue aussi un réle prépondérant dans la contraction musculaire volontaire (Dipali et al., 1987;
Carolyn et Slupsky, 1995).

Le calcium joue un réle a part dans la communication cellulaire, car il agit a la fois en tant
qu’un ion porteur de charges et donc impliqué dans la genése du signal électro physiologique, et
en tant qu'une molécule dont les concentrations cytoplasmiques varient de facon considérable,

assurant une fonction de signal métabolique ou de second messager (Demotes-Mainard, 2003).

Les ions calcium sont indispensables a la division cellulaire, en particulier a la formation du
fuseau mitotique, au mouvement des chromosomes & l'anaphase et aux remaniements
membranaires (Giorgi et al., 2008; Hepler, 1994). L’augmentation de la concentration de Ca®*
active les endonucléases, les phospholipases et les protéases qui provoquent des dommages
cellulaires (Pinton et al., 2008).

3. Pathologie associe au calcium
3.1. Hypercalcémie
3.1.1. Définition

L’hypercalcémie est définie par un taux de calcium sérique supérieur a 105 mg/l (2,6 mmo/l)
(Ariyan et Sosa, 2004). Sur le plan physiopathologique le mécanisme impliqué dans la survenue
d'une hypercalcémie aigué peut étre une augmentation de I'absorption intestinale du calcium, de la
destruction osseuse ou de la réabsorption tubulaire du calcium. Les manifestations cliniques de
I'nypercalcémie aigué sont I'association des signes digestifs, rénaux, neurologiques et
cardiovasculaires ( Potts, 1998).
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3.1.2. Etiologies

Dans 90 % des cas, I’hypercalcémie est due a une hyperparathyroidie primaire ou un cancer
(métastases osseuses lytiques). On peut classer les hypercalcémies en 2 groups: hypercalcémie

PTH dépendante et hypercalcémie indépendante de la PTH (Ariyan et Sosa, 2004).

a. Hypercalcémie PTH dépendante
Elles sont caractérisées par la présence fréquente d’une hypophosphorémie.
- Hyperparathyroidie primaire : Il s’agit le plus souvent d’un adénome localisé sur une des quatre
glandes parathyroidiennes. Une colique néphrétique associée a une hypercalcémie doit faire
évoquer ce diagnostic.
- Syndrome paranéoplasique: Il s’agit le plus souvent de la sécrétion par une tumeur solide

(pulmonaire, mammaire) d’une PTH related peptide (PTH-rp) (Inzucchi, 2004).

b. Hypercalcémie indépendante de la PTH
* Lyse osseuse d’origine métastatique. Elle est caractérisée par la présence fréquente d’une
hyperphosphorémie.
» Augmentation de 1’absorption intestinale de calcium due a une hypervitaminose D
» Médicaments : vitamine A, vitamine D, lithium, diurétiques thiazidiques.
* Endocrinopathies : hyperthyroidie, insuffisance surrénale.
* Immobilisation prolongée.
* Automédication par la prise chronique de grandes quantités de lait et ou de carbonate de calcium
pour traiter les épigastralgies de I’ulcére gastro-duodénal. Augmentation de I'absorption calcique
digestive sous l'influence de la vitamine D produite en exces (granulomatoses) ou surdosage
thérapeutique, exces majeur d'apport calcique (syndrome des buveurs de lait) (Guitton et al.,
2002).

3.1.3. Effet de I’hypercalcémie
a. Effet sur le cceur
Le calcium antagonise les effets de I'hyperkaliémie sur le myocarde sans la diminuer.
L'hyperkaliémie entraine un ralentissement de la conduction intracardiaque et une élévation de

I'excitabilité des cellules myocardiques (Aguilera et Vaughan, 2000).
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b. Effet sur les muscles lisses

La contraction de toutes les cellules musculaires lisses est sous la dépendance des
changements de la concentration intracellulaire de calcium (Bray et Creagg, 1992).
L'hypercalcémie entraine une contraction des cellules musculaires lisses artérielles par
augmentation du calcium intracytosolique (Masayoshi et al., 1997). Une augmentation du calcium
intracellulaire permet de majorer la liaison Ca-calmoduline, activant la protéine Kkinase qui
phosphoryle la myosine. Cette protéine phosphorylée posséde une grande affinité pour I'actine. Ce
complexe est responsable de la contraction des cellules myocardiques et des muscles lisses
(Aguilera et Vaughan, 2000).

c. Effetsur le rein

L'hypercalcémie altére la fonction rénale par plusieurs mécanismes directs ou indirects en
rapport avec I'hypertension. Au niveau du tube proximal, I'nypercalcémie inhibe I'nydroxylation
de la vitamine D ( Quamme, 1982) . L'hypercalcémie exerce une action diurétique qui explique la
déshydratation globale fréquemment associée. La perte de sel résulte d'une diminution de la
réabsorption du Na par inhibition du cotransporteur Na/K/Cl, secondaire a l'activation du
récepteur calcium présent en grand nombre sur la surface basolatérale de la cellule épithéliale
(Brown, 1999). De plus, I'hypercalcémie réduit la capacité rénale a concentrer les urines en
inhibant la création du gradient osmotique corticomédullaire indispensable pour I'action de I'ADH
sur le tube collecteur (Suki et al., 1969).

3.2. Hypocalcémie
3.2.1. Définition

L’hypocalcémie est définie par un taux de calcium sérique inférieur a 88 mg/l (2.2 mmol/l)
(Bianchetti, 1983). L’hypocalcémie est une anomalie biochimique fréquente qui varie en gravité,
allant de I’absence de symptomes dans les cas bénins a une crise aigu€ dangereuse pour la vie
(Cooper et Gittoes, 2008). Les niveaux de calcium sérique sont régulés a I’intérieur d’une marge
étroite (2,1 a 2,6 mmol/l) par 3 principales hormones responsables de la régulation du calcium,
notamment la parathormone et la calcitonine, par I’intermédiaire de leurs effets spécifiques sur les

intestins, les reins et le squelette (Murphy et Williams, 2009).

3.2.2. Etiologies

Dans 90 % des cas, I’hypocalcémie est due a une hypoparathyroidie ou a un déficit en

vitamine D ( Guitton et al., 2002). Les causes principales d’hypocalcémie sont :
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a.Les hyperphosphatemies

Les hyperphosphatemies aigués sont dues & une insuffisance rénale aigué ou a une lyse
tumorale entrainent souvent une hypocalcémie aigué: tétanie.

Les hyperphosphatemies chroniques sont dues a une insuffisance rénale chronique qui
entraine une diminution de la production des métabolites actifs de la VIT D (Calcidiol et

Calcitriol): hypocalcémie

b.L'hypovitaminose D
L'hypovitaminose D est plus fréqguemment que I'hypoparathyroidie, la cause de
I'nypocalcémie avec une hypophosphatémie est due a un apport alimentaire insuffisant, une
malabsorption ou a un ensoleillement pauvre, a une diminution de la production des métabolites

actifs de la Vitamine D

c. L'hypomagnesemie

Pour des magnésémie inférieure a 10 mg/l (0,4 mmol/l) par carence d'apport (alcoolisme) ou
tubulopathies entraine par différents mécanismes une hypocalcémie qui ne peut étre corrigée que
par un retour aux normes de la concentration plasmatique du magnésium (Jeremy et Aliya, 2012).
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ETUDE EXPERIMENTALE Chapitre I Matériels et Méthodes

1. Matériel biologique et conditions d’élevage

Dans cette expérimentation on a utilisé 100 rats males adultes de souche Wistar Albinos,
issus de I’institut pasteur d'Alger, ages de 10-12 semaines et pesant entre 220 et 290g. Ce sont des
mammiféres de ’ordre des rongeurs, ces rats ont été soumis a une période d’adaptation d’une
semaine environ, aux conditions de I’animalerie; a une température ambiante 22+2°C, humidité
65+5% et photopériode de 12h/12h. lls ont été traités conformément au principe et directive
énoncés dans le manuel sur le soin et ’utilisation des animaux d’expérimentation. Les rats sont
élevés dans des cages en polyéthyléne qui sont menues par des mangeoires et des biberons d'eau
ou chaque cage regroupe 5 rats. Ils ont libre accés a I’eau et a la nourriture. Les cages tapissées
d’une litiere constituée de copeaux de bois, elles sont nettoyées quotidiennement et la litiere est
changée régulierement jusqu’a la fin de I’expérience. Les rats ont été nourris par un régime

standard (Southon et al., 1984).

2. Induction du diabéte expérimental chez les rats

Aprés une mise a jeun pendant une nuit, le diabéte a été induit chez les rats par injection
intrapéritonéale d’une solution fraichement préparée de 1’alloxan monohydrate (Sigma) a une dose
de 150 mg/kg de poids corporel (Madubunyi et al., 2012). L’alloxan est dissoute dans une solution
physiologique (Na Cl 0.9%). Les groups des rats sains ont recus par voie intrapéritonéale le méme
volume de tampon (Na Cl 0.9%). Aprés injection, les bouteilles d’eau ont été remplacées par des
bouteilles contenant une solution de glucose 5% pendant 24 heures afin de surmonté
I’hypoglycémie induite par 1’alloxan suite a la destruction des cellules 3 pancréatiques et la

libération massive d’insuline. Cette hypoglycémie peut étre fatale pour les rats.

Aprés 72 heures de I’injection, le diabéte a été confirmé chez les rats par mesure de la
glycémie a 1’aide d’un glucomeétre de type (Accu-Check; Roche Diagnostics, Paris, France). Seuls
les rats ayant le taux de glucose sanguin supérieur a (14 mmol/l) ont été considérés comme

diabétiques et retenus pour cette expérimentation.

3. Traitement des animaux

Aprés I’induction du diabéte, ’ensemble des rats, sains et diabéetiques ont éte divises en dix
groups de dix rats chacun et gardés dans des mémes conditions. Le début du traitement par les
élements minéraux commence 24 heures apres la confirmation du diabéte et dure 21 jours (durée
de traitement). La préparation de la nourriture selon la méthode de Southon et al., (1984) (pour les

rats et les sourris) mentionnées dans les tableaux 03 et 04.
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Groupes des animaux
Notre étude a été divisée en deux parties, la premiére partie concernée par I'étude de I'effet de zinc
sur des rats sous un régime riche en cuivre pour 60 rats répartie en 6 groupes (n=10) comme suite:
- Groupe 1 : Rats sains recevant une alimentation standard (TS);
- Groupe 2 : Rats sains recevant une alimentation traité par cuivre (TSTCu);
- Groupe 3 : Rats sains recevant une alimentation traité par cuivre et zinc (TSTCu+Zn);
- Groupe 4 : Rats diabétiques recevant une alimentation standard. (DNT);
- Groupe 5 : Rats diabétiques recevant une alimentation traité par cuivre (DTCu);

- Groupe 6: Rats diabétiques recevant une alimentation traité par cuivre et zinc (DTCu+Zn);

Pour la deuxiéme partie qui est concernée par I'étude de I'effet de zinc sur des rats sous un régime
riche en calcium pour 40 rats en plus les deux groupes témoies sains (TS) et diabétique non traités
(DNT) de la premiére partie répartie en 6 groupe (n=10) comme suite :

- Groupe 1 : Rats sains recevant une alimentation standard (TS);

- Groupe 2 : Rats sains recevant une alimentation traité par calcium (TSTCa);

- Groupe 3 : Rats sains recevant une alimentation traité par calcium et zinc (TSTCa+Zn);

- Groupe 4 : Rats diabétiques recevant une alimentation standard. (DNT);

- Groupe 5 : Rats diabétiques recevant une alimentation traité par calcium (DTCa);

- Groupe 6 : Rats diabétiques recevant une alimentation traité par calcium et zinc (DTCa+Zn).

Le zinc est administré aux rats a raison de 231 mg /kg d’alimentation sous forme
ZnS04.7H20 (Dorota et al., 2011), le cuivre a raison 30 mg /kg d’alimentation sous forme
CuS04.5H20 (Bremner et al., 1976) et le calcium a raison de 35 g/kg d’alimentation sous forme
CaCO3 (Nelson et al., 1987).

Les éléments minéraux sont administrés aux rats avec l'alimentation pendant 21 jours. Les
animaux sont pesés trois fois par semaine. Cependant la consommation alimentaire est mesurée

quotidiennement jusqu’a la fin du traitement.
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Tableau 03 : Composition de 1’alimentation standard utilisée (Southon et al., 1984)

Matiéres premieres Quantite (g/kg) Pourcentage (%0)
Amidon (mais) 326 32.6

Saccharose (sucre blanc) 326 32.6

Protéine (soja) 168 16.8

Cellulose (son de blé) 40 4

Minéraux 40 4

Vitamine 20 2

Huile (Afia) 80 8

Tableau 04 : Quantité des métaux dans 1’alimentation (Southon et al., 1984)

métal Quantité (mg/kg) | Métal Quantité (g/kQg)
zinc 52.1 Calcium 7.11
cuivre 6 Phosphate 14.02
iode 0.6 Potassium 3.68
manganese 58.5 Magnésium 0.70
fer 28.6 Sodium 2.39
chlor 3.68

4. Sacrifices et prélevements des échantillons

4.1. Prélevement sanguin

Les rats sont mis a jelne puis sacrifiés (par décapitation). Le prélevement sanguin et la
mesure de la glycémie (par le glucomeétre) ce fait au moment de sacrifice des rats, le sang prélevé
est récolté dans des tubes secs, centrifugé a 3000 tours/minute pendant 10 minutes puis le sérum
est séparé en trois fractions dans des tubes eppendorfs et stockés au congélateur a une température

de (-20° C) jusqu'au moment de dosage.

4.2. Prélevement des organes

Apres la dissection, le foie, les reins, le testicule et le pancréas sont préleves, débarrassés de
leurs tissus adipeux, rincés dans une solution de chlorure de sodium (Na CI) a 0.9 % et pesés. Les
reins, le testicule, le pancréas, et un fragment du foie de chaque animal sont mis dans une étuve a
80 C° pendant 16 heures pour les sécher, puis les conservés a température normale dans des tubes
polyéthyléenes pour le dosage du zinc. Un deuxiéme fragment du foie est maintenu a (- 20 C°) pour
le dosage de MDA et GSH hépatique. La figure 18 schématise les différentes étapes du protocole

experimental utilise.
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Figure 18: Schéma récapitulatif de protocole expérimental.
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5. Méthodes de dosage du zinc

Les organes préalablement séchés sont mis au four a moufle a 480 C° apres 48 heures, ils
sont transformés en cendres. Apres les avoir placés sur une plague chauffante, on leur a ajouté
I'acide nitrique. L'ensemble est agité jusqu'a ce qu’il devient homogene. Enfin, les échantillons
sont filtrés a l'aide de papier filtre. Le dosage du zinc dans le sérum et les organes se fait a I’aide
de spectrophotomeétre d'absorption atomique de flamme (Shimadzu AA-6200; Somerset, New
Jersey, USA). La concentration du zinc est déterminée par comparaison a une gamme étalon de

nitrate du zinc (Img/ml) réalisée dans les mémes conditions (Southon et al., 1988) .

6. Méthodes de dosage de I'activité des enzymes a zinc

6.1. phosphatase alcaline
La mesure de I’activité de la phosphatase alcaline a ¢été effectuée suivant une méthode
cinétique enzymatique par le spectrophotomeétre de type (UVmini-1240 ) en utilisant le Kit de

réactif de la phosphatase alcaline (Spinreact).

6.1.1. Principe

Phosphatase alcaline (PAL) catalyse I'nydrolyse des p-nitrophénylphosphate a pH= 10.4 et
libération de p-nitrophénol et le phosphate, selon la réaction suivante:

PAL
p-Nitrophénylphosphate + H,O > p-Nitrophénol + Phosphate

Le taux de formation de p-nitrophénol, mesurée par photométrie, est proportionnel a I'activité

de la phosphatase alcaline présente dans I'échantillon (Rosalki, 1993).

6.2. Lactate déshydrogénase

La mesure de ’activité de lactate déshydrogénase a été effectuée suivant une méthode
cinétique enzymatique par le spectrophotométre en utilisant le Kit de réactif de lactate

déshydrogénase (Spinreact).

6.2.1. Principe
Lactate déshydrogénase (LDH) catalyse la réduction du pyruvate par NADH selon la

réaction suivante:
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LDH
Pyruvate + NADHH® — [ -lactate + NAD
‘—

Le taux de la diminution de la concentration de NADPH mesurée par photométrie est

proportionnel a lI'activité de la LDH présents dans I'échantillon. (Pesce, 1984).

6.3. Fructose 1,6 bi phosphate aldolase
La mesure de I’activité de 1’aldolase a été effectuée par le spectrophotométre suivant une

méthode cinétique enzymatique en utilisant le Kit de réactif de I’aldolase (Spinreact).

6.3.1. Principe
L'aldolase catalyse la conversion de fructose-1,6-diphosphate (F-1,6-DP) en
glycéraldehyde-3-phosphate (GAP) et dihydroxyacétone phosphate (DAP). L’addition de trios
phosphate isomérase (TIM), glycérolphosphate déshydrogenase (GDH) et NADH converti le
dihydroxyacétone phosphate en glycérol-1-phosphate.
Aldolase
F-1,6-DP — > GAP + DAP

TIM
GAP — > DAP

GDH
2DAP+2NADH+2H* —— > 2Glycerol-1-phosphate+2NAD"

Le taux de la diminution de la concentration de NADPH mesurée a 340 nm est proportionnel
a l'activité de 1’aldolase présents dans I'échantillon ( Feissli et al., 1966).

6.4. Alpha amylase

La mesure de I’activité de ’alpha amylase a été effectuée suivant une méthode cinétique par

le spectrophotométre en utilisant le Kit de réactif de 1’alpha amylase (Spinreact) .

6.4.1. Principe
Alpha amylase hydrolyse le 2-chloro-4-nitrophenyl-a-D-maltotrioside (CNPG3) pour libérer
2-chloro-4-nitrophénol (CNP) et la forme de 2-chloro-4-nitrophényl-a-D-maltoside (CNPG2),

maltotriose (G3) et de glucose (G) selon la réaction suivante:

Amylase
10 CNPG3 » 9CNP +1CNPG2+G3+G
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Le taux de formation de 2-chloro-4-nitrophénol, mesurée par photométrie, est proportionnel

a l'activité de l'alpha-amylase présente dans I'échantillon (Ying, 1998) .

7. Méthodes de dosage des parameétres biochimiques

7.1. Dosage du cholestérol total

Le cholestérol a été déterminé suivant une methode enzymatique (réaction de Trinder) par un

spectrophotomeétre en utilisant le Kit de réactif du cholestérol (Spinreact).

7.1.1. Principe

Les esters de cholestérol sont hydrolysés enzymatiquement par la cholestérol estérase qui les
décomposent en cholestérol et en acides gras libres. Le cholestérol libre, y compris celui
initialement présent, est ensuite oxydé par le cholestérol oxydase pour former du cholesténe-4-
one-3 et du peroxyde d’hydrogéne. Le peroxyde d’hydrogéne se combine avec de 1’acide
hydroxybenzoique (HBA) et de la 4-aminoantipyrine pour former un chromophore (quinoneimine)

quantifié a 500 nm.

Cholestérol estérase

Cholestérol estérifié + H20 » Cholestérol + Acides gras

Cholestérol oxydase
Cholestérol + O2 > Cholesténe-4-one-3 + H202

Peroxydase

H202 + Acide hydroxybenzoique + 4-aminoantipyrine » Quinone imine

L’intensité de la coloration de la quinone imine mesuré a 500 nm, est directement

proportionnelle & la quantité de cholestérol présent dans 1’échantillon du sérum (Naito, 1984).

7.2. Dosage des triglycérides

Le dosage des triglycérides a été effectué par le méme spectrophotomeétre suivant une
méthode colorimétrique enzymatique des triglycérides (Glycerol phosphate oxydase) en utilisant
le Kit de réactif des glycérides (Spinreact).

7.2.1. Principe
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Les triglycéerides sont hydrolysés enzymatiquement par la lipase afin de libérer les acides
gras et le glycérol. Le glycérol est phosphorylé par 1’adénosine triphosphate (ATP) et le glycérol
Kinase (GK) pour produire du Glycérol-3-phosphate et de 1’adénosine diphosphate (ADP). Le
Glycérol-3-phosphate est oxydé en Dihydroxyacétone phosphate (DAP) par le glycérol phosphate
oxydase (GPO) en produisant du peroxyde d’hydrogeéne (H202). Lors d’une réaction colorée
catalysée par la peroxydase, le H202 réagit avec le 4-aminoantipyrine (4-AAP) et le 4-
chlorophénol (4-CP) .

Lipase

Triglycerides » Glycérol + acides gras

Glycerol Kinase
Glycérol + ATP » Glycérol-3-phosphate + ADP

Glycerol-3-phosphate

oxydase

Glycérol-3-phosphate » Dihydroxyacétone phosphate + H,0,

Peroxydase

2H,0; + 4-chlorophénol + 4-aminoantipyrine — 3 Quinone imine + 4H,0

L’intensité de la coloration de la quinone imine mesure a 500 nm est directement

proportionnelle a la quantité des triglycérides dans 1’échantillon du sérum (Kaplan et al., 1984).

7.3. Dosage des protéines totales sériques
Le dosage des protéines sérique a été effectué par le spectrophotomeétre suivant une méthode

de Biuret en utilisant le Kit de réactif des protéines (Spinreact).

7.3.1. Principe
Les ions cuivriques, dans un milieu alcalin, interagissent avec les liaisons peptidiques
des protéines formant un complexe bleu violet ou [’intensité de la couleur est

proportionnelle a la quantité des protéines sériques (Burtis et al., 1999)

7.4. Dosage de ’urée
Le dosage de I’urée a été effectué par le spectrophotomeétre suivant une méthode

cinétique enzymatique de 1’urée (uréase) en utilisant le Kit de réactif de 1’urée (Spinreact).
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7.4.1. Principe
L’uréase catalyse I'hydrolyse de I’urée en présence de peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et

libération ion d’ammonium et CO, selon la réaction suivante:

Uréase
Urée +H,0, » NH3+CO,

Les ions ammonium, en présence de salicylate et d’hypochlorite de sodium réagissent en
forment un composé de couleur verte (Dicarboxylindophenol) dont I'intensité est proportionnelle a

la concentration de 1’urée (Kaplan, 1984).

7.5. Dosage de la créatinine

Le dosage de la créatinine a été effectué par le spectrophotomeétre suivant une méthode
colorimétrique en utilisant le Kit de réactif de la créatinine (Spinreact).

7.5.1. Principe
La créatinine forme en milieu alcalin un complexe coloré avec I’acide picrique. La vitesse de

formation de ce complexe est proportionnelle a la concentration de créatinine (Murray, 1984).

7.6. Dosage de I’acide urique
Le dosage de I’acide urique a été effectué par le spectrophotométre suivant une méthode

cinétique enzymatique (uricase) en utilisant le Kit de réactif de I’acide urique (Spinreact).

7.6.1. Principe

L'acide urique est oxydé par 1’uricase a l'allantoine et de peroxyde d'hydrogene (2H202), ce
dernier en présence de peroxydase(POD) 4-aminophenazone (4-AP) et le 2-4 dichlorophéno
sulfonétes (DCPS) forme un composé rose (Schultz, 1984) selon les réactions :

Uricase

L’acide urique +2H,0+0, » allantoine+ CO,+2H,0,

POD
2H,0,+4-AP+DCPS » Quinone imine +4H,0
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7.7. Dosage de I'activité d'alanine aminotransférase ALAT (TGP)

La mesure de I’activité de ALAT a été effectuée par le spectrophotometre suivant une

méthode cinétique enzymatique en utilisant le Kit de réactif de ALAT (Spinreact).

7.7.1. Principe
Alanine aminotranférase (ALAT) ou Glutamate pyruvate transaminase (GPT) catalyses le
transfére réversible de groupe amine de I’alanine en o - cétoglutarate pour former le glutamate et
le pyruvate. Le pyruvate produit est réduit en lactate par lactate déshydrogénase (LDH) et NADH:
ALAT
Alanine + cétoglutarate «—= Glutamate + Pyruvate
LDH

Pyruvate + NADH + H+_—* Lactate + NAD+

Le taux de la diminution de la concentration de NADH mesurée photométriquement est

proportionnel a lI'activité de 'ALAT présente dans I'échantillon (Murray, 1984)

7.8. Dosage de I'activité d'aspartate aminotransféerase ASAT (TGO)

La mesure de I’activité de ASAT a été effectuée par le spectrophotométre suivant une

méthode cinétique enzymatique en utilisant le Kit de réactif de ASAT (Spinreact) .

7.8.1. Principe

Aspartate  aminotranférase (ASAT) ou Glutamate oxaloacétate transaminase (TGO)
catalyses le transfére réversible de groupe amine de ’aspartate en a- cétoglutarate pour former le
glutamate et I’oxaloacétate. L’ oxaloacétate produit est réduit en malate par malate déshydrogénase
(MDH) et NADH:

ASAT
aspartate + cétoglutarate «— oxaloacacéte + Pyruvate
MDH

oxaloacétate + NADH + H+ — malate + NAD

Le taux de la diminution de la concentration de NADH est mesurée photométriquement

proportionnel a I'activité de 'ASAT présente dans I'échantillon (Murray, 1984).
7.9. Dosage de MDA et GSH hépatique
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7.9.1. Préparation de ’homogénat

Ares le sacrifice des rats, les foies sont immédiatement prélevés par dissection et perfusés
avec une solution saline (0.9%) afin de drainer tout le sang restant dans le foie. Un gramme de foie
de rats des différents groups étudiés, a été utilisé. Aprés broyage et homogénéisation des tissus
dans le TBS (Tris 50 mM, NaCL 150mM, pH 7.4), on a procédé a une centrifugation de la
suspension cellulaire (9000 tours/min, 4°C,15 min), puis le surnageant obtenu est aliquoté dans
des tubes eppendorfs puis conservés a -20°C en attendant d’effectuer les dosages du taux des

protéines, molonyldialdéhyde (MDA) et la concentration de glutathion réduit (GSH).
7.9.2. Dosage des protéines tissulaires
7.9.2.1. Principe

La concentration de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise
le bleu de Coomassie comme réactif. Ce dernier réagit avec les groupements amines (NH2) des
protéines pour former un complexe de couleur bleu. (L’apparition de la couleur bleue refléte le

degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité correspond a la concentration des protéines.

7.9.2.2. Méthode de dosage

-Prélever 0.1 ml de I’homogénat.

- Ajouter 5 ml du bleu de Coomassie.

- Agiter et laisser reposer 5 minutes.

-Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc

La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon d’albumine

sérique bovine (1mg/ml) préalablement réalisée dans les mémes conditions

7.9.3. Dosage du malondialdéhyde (MDA)
7.9.3.1. Principe

Le MDA peut étre détecte par une réaction colorimétrique a I’acide thiobarbiturique (TBA).
La détection du MDA issue de la dégradation des acides gras polyinsaturés a 3 ou 4 doubles
liaisons peroxydées, constitue une méthode trés sensible pour déterminer une lipoperoxydation in
vitro. Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode d’Esterbauer et al. (1992). Le principe de ce
dosage est base sur la condensation de MDA en milieu acide et a chaud avec 1’acide
thiobarbiturique, pour former un pigment (rose). Ce chromogene peut donc mesuré par

spectrophotométrie a 530 nm (figure 19).
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Figure 19 : Réaction de dialdéhydemalonique avec 1’acide Thiobarbiturique.

7.9.3.2. Méthode de dosage
La procédure expérimentale de dosage de MDA, est la suivante :
- Prélever 375 pl de 'homogénat.
- Ajouter 150 pl de solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).
- Ajouter 375 pl de solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%).
- Vortexer et centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min.
- Prélever 400 pl de surnageant.
- Ajouter 80 ul d’HC1 0.6 M.
- Ajouter 320 pl de solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM).
- Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80°C pendant 10 minutes.

La densité optique a été enregistrée a A = 530 nm. L’absorbance est directement
proportionnelle a la quantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des lipides
peroxydés.

Lecture de la densité optique a A=530 nm. La concentration du MDA est calculée selon la loi de
Beer-Lambert (DO =E.C.L):

DO.10°
C (nmoling protéine). =

¢e.L. X.Fd

C : Concentration en nmoles/mg de protéines ;
DO : Densité optique lue a 530 nm ;

E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 10° M cm-1 ;

L : Longueur du trajet optique =1 cm;
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X : Concentration de I’extrait en protéines (mg/ml) ;

Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2

7.9.4. Dosage du Glutathion réduit (GSH)
7.9.4.1. Principe

Le dosage du glutathion est realisé par le réactif d’Ellman (DTNB) selon la méthode de
Weckbeker et Cory (1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de 1’absorbance optique
de I’acide 2-nitro-5- mercapturique qui resulte de la reduction de 1’acide 5,5 dithio-bis-2-
nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela on réalise une
déprotéinisation (par I'acide sulfosalycilique 0.25%) afin de garder uniquement les groupements (-

SH) spécifique du glutathion (figure 20).

— MNH—CH—CO— COo0- COoOOo-
R R G
H
DTNE

—pNH—H — O —

COO-

Figure 20 : Reaction d’Ellman
7.9.4.2. Méthode de dosage

Une fois préparé,I'homogénat doit subir une déprotéinisation : 0.8 ml de I’homogenat auquel
est ajoute 0.2 ml d'une solution d'acide sulfosalycilique (SSA) a 0.25% . agitation, incubation dans
un bain de glace pendant 15 minutes. Centrifugation 1000rpm pendant 5 minutes. 0.5 ml de
surnageant au quel est ajouté 1 ml de tampon Tris. Agitation et addition de 0.025 ml de DTNB a
0.01M dissout dans le méthanol absolu. incubation 5 minutes a température ambiante puis lecture
de laDO aA=412 nm.

DO x1 x1.525

GSH (umol GSH/ing de protéine) =
13100 x0.8 x0.5 xmg protéine
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DO : Densité optique.
1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8 ml homogénat + 0.2 ml
de I’acide salicylique).
1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau de surnageant (0.5
ml surnageant + 1 ml Tris + 0.025 ml DTNB).
13100 : Coefficient d’absorbance du groupement (-SH) a 412 nm.
0.8  :Volume de ’homogénat.

0.5 :Volume de surnageant.

8. Traitement statistique des résultats

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins 1’écart type moyen
(Moy + SEM), la comparaison entre les différents groups sont effectuées apres un Test T de
Studenrt T. L’analyse statistique des données a été réalisée grace au logiciel MINITAB (Version
13). Les différences sont considérées comme : Significatives lorsque (p < 0.05). Hautement
significative lorsque (p < 0.01). Trés hautement significative lorsque (p < 0.001). Avec p : Seuil de

signification.
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ETUDE EXPERIMENTALE Chapitre II Résultats

1. Effet du zinc sur des rats alimentés par un régime riche en Cuivre

1.1Etude de la croissance corporelle et la consommation alimentaire
1.1.1. Croissance corporelle
Les résultats obtenus dans notre travail (Figures 21) montrent une diminution trés hautement
significative (p < 0.001) du poids corporel chez le lot diabétique non traité (DNT) par rapport au
témoin sain (TS). D’autre part, les résultats indique une diminution significative du poids chez les
rats sains traités par cuivre (TSTCu) (p < 0.05) et les rats diabétiques traité par cuivre (DTCu) (p <
0.001) comparativement aux lots témoin sain (TS) et diabétique non traité (DNT) respectivement.

Tandis que, chez les rats sains traités par le cuivre et le zinc (TSTCu+Zn) nous remargquons
une augmentation hautement significative (p < 0.01) de poids corporel (+12.98%)
comparativement au groupe des rats sains traités par cuivre (TSTCu). Alors que chez les rats
diabétiques traités par le cuivre et le zinc (DTCu+Zn) nous remarquons une augmentation trés
hautement significative (p < 0.001) de poids corporel (+38.70%) comparativement au groupe des

rats diabétiques traité par cuivre (DTCu).

1.1.2. Consommation alimentaire

La figure 22 montre aussi une augmentation trés hautement significative (p < 0.001) des taux
de consommation journaliére de nourriture chez le lot diabétique non traité (DNT) par rapport au
témoin sain (TS). Nous remarquons aussi une diminution significative (p < 0.05) des taux de
consommation journaliére de nourriture chez les lots des rats sains traités par cuivre (TSTCu) et
les rats diabétiques traité par cuivre (DTCu) comparativement aux lots témoin sain (TS) et
diabétique non traité (DNT).

Par contre chez le lot des rats sains traités par le cuivre et le zinc (TSTCu+Zn), on enregistre
une amélioration significative (p < 0.05) du taux de consommation alimentaire (+5.21%)
comparativement aux rats sains traités par cuivre (TSTCu). Mais pour les rats diabétique traité par
Cuivre et Zinc (DTCu+Zn), on observe une légére augmenentation du taux de consommation

alimentaire (0.59%) en comparaison avec les rats diabétiques non traités (DTCu)
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Figure 21 : Variation du poids corporel chez les différents groupes expérimentaux apres 21 jours de

traitement.

p<0.05; " p<0.001 comparaison avec le lot TS
* p < 0.01 comparaison avec le lot TSTCu

"2 p < 0.001 comparaison avec le lot DNT

2 p < 0.001 comparaison avec le lot DTCu
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Figure 22 : Variation de la consommation alimentaire chez les différents groupes expérimentaux

apres 21 jours de traitement.

p<0.05; " p<0.001 comparaison avec le lot TS
% p < 0.05 comparaison avec le lot TSTCu

®p < 0.05 comparaison avec le lot DNT

°p < 0.05 comparaison avec le lot DTCu
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1.2. Etude de statut du zinc dans I’organisme

1.2.1. Concentration du zinc sérique et tissulaire

La figure 23 présente une diminution significative de la concentration du zinc dans le sérum
et testicule (p < 0.001), dans le foie et le rein (p < 0.01) et dans le pancréas (p < 0.05) chez les rats
diabétiques non traités (DNT) par rapport au rats témoins sains (TS). Un supplément de cuivre
chez les rats sains (TSTCu) et diabétique (DTCu) diminues la concentration de zinc sérique (p <
0.01 et p < 0.001), hépatique (p < 0.05 et p < 0.001), rénale (p < 0.01 et p < 0.01), pancréatique (p
< 0.001 et p >0.05) et testiculaire (p < 0.05 et p < 0.001) en comparaison avec les groups témoin

sain (TS) et diabétique non traité (DNT) respectivement.

Par contre chez les lots, rats sains traités par le cuivre et le zinc (TSTCu+Zn) et rats
diabétiques traités par le cuivre et le zinc (DTCu+Zn), nous avons remarqué une amélioration
significative de la concentration de zinc dans le sérum (p < 0.001) (+9.16% et 33.52%), foie (p <
0.01) (+10.48% et +39.15%), reins ( p < 0.001et p < 0.001) (+28.17% et +33.63%), pancréas (p <
0.05 et p < 0.01) (+6.36% et 8.18%) et testicules (p < 0.05 et p < 0.05) (+5.35% et +35.54%) par
rapport aux rats sains traités par cuivre (TSTCu) et aux rats diabétiques traité par cuivre (DTCu)

respectivement.
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Figure 23: Variation de la concentration de zinc dans le sérum, le foie, les reins, le pancréas et les

testicules chez les différents groupes expérimentaux apres 21 jours de traitement.

p<0.05; p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot TS
“p<0.05;%p<0.01; *p<0.001 comparaison avec le lot TSTCu
"'p < 0.01; " p < 0.001 comparaison avec le lot DNT
°p<0.05;p<0.01p<0.001 comparaison avec le lot DTCu
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1.2.2. Activité de certains enzymes a zinc

Les résultats de I’effet de zinc sur ’activité des enzymes a zinc chez les rats supplémentés
par le cuivre sont montrés dans la figure 24. En effet nos résultats montrent une diminution tres
hautement significative de I’activité enzymatique de I’amylase (p < 0.001), PAL (p < 0.001),
LDH (p < 0.001) et I’aldolase (p < 0.001) dans le sérum des rats diabétiques non traité (DNT) par
rapport au témoin sain (TS). De plus chez les lots des rats sains traités par cuivre (TSTCu) et les
rats diabétiques traité par cuivre (DTCu) on a constaté une diminution significative (p < 0.001) de
’activité sérique de ’amylase, PAL, LDH et 1’aldolase en comparaison avec les lots témoins sains

(TS) et diabétiques non traités (DNT) respectivement.

Alors que chez le lot rats sains traités par le cuivre et le zinc (TSTCu+Zn) et le lot rats
diabétiques traités par le cuivre et le zinc (DTCu+Zn) on a enregistré une amélioration
significative de I’activité enzymatique de I’amylase (p < 0.001 et p < 0.05) (+16.02% et 6.23%),
la phosphatase alcaline(p < 0.001 ) (+24.78% et +20.72%), lactate déshydrogénase(p < 0.001 )
(+17.15% et +36.79%) et 1’aldolase (p < 0.001) (+27.21% et +19.29%) lorsque en comparaison
avec les lots des rats sains traités par cuivre (TSTCu) et rats diabétiques traité par cuivre (DTCu)

respectivement.
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Figure 24: Variation de ’activité enzymatique de I’amylase, de la phosphatase alcaline (PAL), de
lactate déshydrogénase (LDH) et de 1’aldolase chez les différents groupes expérimentaux aprées 21

jours de traitement.

0<0.05; 'p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot TS
%2 p < 0.001 comparaison avec le lot TSTCu

"2 p < 0.001 comparaison avec le lot DNT

°p <0.05; “p<0.001 comparaison avec le lot DTCu

1.3. Etude des parametres biochimiques

1.3.1. Glucose, Triglycérides et Cholestérol

Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative (p < 0.001) de la
concentration sérique du glucose, triglycérides et du cholestérol chez le lot diabétique non traité
(DNT) par rapport au témoin sain (TS). En revanche, on a remarqué une augmentation
significative de la concentration sérique du glucose et triglycérides (p < 0.01) et du cholestérol (p
< 0.001) chez le lot des rats sains traités par cuivre (TSTCu) par rapport au lot témoin sain (TS).
Mais pour le lot des rats diabétiques traité par cuivre (DTCu) on a signalé une augmentation non
significative de la concentration du glucose (12.32+0.26 contre 11.57+0.16) et hautement

significative (p < 0.01) de la concentration du cholestérol par rapport au lot diabétique non traité.

Par contre chez les lots traités par le cuivre et le zinc pour les rats sains (TSTCu+Zn) et

diabétiques (DTCu+Zn), nous remarquons une diminution significative de la concentration du
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glucose (p < 0.001 et p < 0.01) (- 23.47 % et -18.91%), triglycérides (p < 0.001) (-25.43% et -
31.29%) et du cholestérol (p < 0.01 et p < 0.001) (-8.59% et -10.98%) en comparaison avec les
lots des rats sains traités par cuivre (TSTCu) et des rats diabétiques traité par cuivre (DTCu)

respectivement (figure 25).
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Figure 25: Variation de la concentration sérique de glucose, des triglycérides et du cholestérol

chez les différents groupes expérimentaux apres 21 jours de traitement. apres 21 jours de traitement.

p<0.05; p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot TS
% p <0.01; * p < 0.001 comparaison avec le lot TSTCu

"1 p < 0.01comparaison avec le lot DNT

' p < 0.01 “ p < 0.001 comparaison avec le lot DTCu

1.3.2. Urée, créatinine, acide urigue et protéines totales

La figure 26 illustre une augmentation trés hautement significative (p < 0.001) de la
concentration sérique de 'urée, créatinine et 1’acide urique et une diminution trés hautement
significative (p < 0.001) de la concentration des protéines totales chez le lot diabétique non traité
(DNT) par rapport au témoin sain (TS). Par ailleurs, nos résultats indiquent une augmentation
significative de la concentration sérique de 1’urée (p < 0.01), de la créatinine (p < 0.001) et de
I’acide urique ((p < 0.01 et p < 0.001) et une diminution tres hautement significative (p < 0.001)
de la concentration des protéines totales chez les lots des rats sains traités par cuivre (TSTCu) et
des rats diabétiques traité par cuivre (DTCu) par rapport aux lots témoin sain (TS) et diabétique

non traité (DNT) respectivement.

En revanche I’administration du zinc chez les rats sains alimentés par un régime traité par le
cuivre (TSTCu+Zn) a provoqué une diminution significative de la concentration sérique d’urée (p
<0.01) (-31.91%), de la créatinine (p < 0.001) (-14.13%) et de I’acide urique (p < 0.01) (-11.95%)
et une augmentation trés hautement significative(p < 0.001) de la concentration des protéines

totales (+19.44%) par rapport aux rats sains alimentés par un régime supplémenté de cuivre
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(TSTCu), mais pour les rats diabétiques alimentés par un régime supplémenté de cuivre, le
traitement par le zinc (DTCu+Zn) a causé une diminution trés hautement significative (p < 0.001)
de la concentration sérique d’urée (-23.94%), de créatinine (-39.87%) et d’acide urique (-9.71%)
et une augmentation hautement significative(p < 0.01) de la concentration des protéines totales
(+14.67%) par rapport aux rats diabétiques alimentés par un régime supplémenté de cuivre
(DTCu).
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Figure 26: Variation de la concentration sérique de I’urée, la créatinine, 1’acide urique et les

protéines totales chez les différents groupes expérimentaux apres 21 jours de traitement.

‘p<0.05; p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot TS
% p <0.01; *p < 0.001 comparaison avec le lot TSTCu

" p < 0.01; " p < 0.001 comparaison avec le lot DNT

' p < 0.01 “ p < 0.001 comparaison avec le lot DTCu
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1.3.3. Transaminases (ASAT, ALAT)

Les résultats obtenus présentés dans la figure 27 révelent une augmentation de I’activité des
transaminases (ASAT, ALAT) avec une différence tres hautement significative (p < 0.001) chez
les rats diabétiques non traité (DNT) par rapport aux rats témoin sain (TS). Une augmentation de
’activité enzymatique des transaminases (ASAT et ALAT) avec une différence significative, a été
enregistrée chez les lots des rats sains traités par cuivre (TSTCu) (p < 0.01 et p < 0.001) et des rats
diabétiques traités par cuivre (DTCu) (p < 0.01) par rapport au lot témoin sain (TS) et diabétique
non traité (DNT) respectivement.

D’autre part, I’administration du zinc chez les groups ; sains traité par cuivre (TSTCu+Zn) et
diabétique traité par cuivre (DTCu+Zn) a provoqué une diminution trés hautement significative (p
< 0.001) et hautement significative (p < 0.01) de I’activité enzymatique de ASAT (-14.42% et -
15.31%) et une diminution tres hautement significative de l'activité de ALAT (-29.70% et -
19.55%) par rapport au lot des rats sains traités par cuivre (TSTCu) et des rats diabétiques traités
par cuivre (DTCu) respectivement.
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Figure 27: variation de I’activité enzymatique sérique de I'aspartate aminotransférase (ASAT) et
I'alanine aminotransférase (ALAT) chez les différents groupes expérimentaux

apres 21 jours de traitement.

“p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot TS
#2'n < 0.001 comparaison avec le lot TSTCu

"1 p < 0.01comparaison avec le lot DNT

' p < 0.01 “ p < 0.001 comparaison avec le lot DTCu

1.3.4. Malondialdehyde (MDA) et Glutathion réduit (GSH) hepatique

D’aprés les résultats obtenus (figure 28), on observe une augmentation trés hautement
significative (p <0.001) du taux hépatique de MDA chez le groupe diabétique non traité (DNT)
par rapport au groupe témoin sain (TS). De méme I’interprétation des résultats indique une
augmentation du taux de MDA de facon significative (p<0.05) pout le lot des rats sains traités par
cuivre (TSTCu) et le lot des rats diabétiques traités par cuivre (DTCu) par rapport aux lots témoin

sain (TS) et diabétique non traité (DNT) respectivement.

Par contre chez le lot des rats sains traités par le cuivre et le zinc (TSTCu+Zn) et des rats
diabétiques traités par le cuivre et le zinc (DTCu+Zn) on a enregistré une diminution significative
(p < 0.05 et p < 0.001) de la teneur hépatique en MDA (-2.74% et -34.40%) par rapport au lot des
rats sains traités par cuivre (TSTCu) et des rats diabétiques traité par cuivre (DTCu)

respectivement.
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D'une autre coté les résultats (figure 29) montrent une diminution tres hautement
significative (p<0.001) de la teneur hépatique du glutathion réduit (GSH) chez le lot diabétique
non traité (DNT) par rapport au témoin sain (TS). En revanche, on a remarqué une diminution tres
hautement significative (p < 0.001) de GSH chez les lots supplémentés par le cuivre (TS Cu et D

Cu) par rapport au rats témoin sain (TS) et diabétique non traité (DNT) respectivement.

Par contre chez les lots; rats sains traités par le cuivre et le zinc (TSTCu+Zn) et rats
diabétiques traités par le cuivre et le zinc (DTCu+Zn) nous remarquons une augmentation tres
hautement significative (p<0.001) de teneur hépatique en GSH (+32.02% et +76.92%) par rapport
au lot des rats sains traités par cuivre (TSTCu) et des rats diabétiques traité par cuivre (DTCu)

respectivement.
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Figure 28: Variation de la teneur hépatique de Malondialdéhyde (MDA) chez les différents groupes

expérimentaux apres 21 jours de traitement.

“p<0.05;"p<0.01;" p<0.001 comparaison avec le lot TS
p < 0.05comparaison avec le lot Normal Cu

®p < 0.05 comparaison avec le lot diabétique

2 p < 0.001 comparaison avec le lot diabétique Cu

78



ETUDE EXPERIMENTALE Chapitre II Résultats

3
=
3 S50 -
E *_
a

= 40 - ---ﬁ - **c3
: N .
= 30 1 \ =
s
] \ et ]
aw 20 \ -
E N 333
2 10 \ -
= \ -
s oL RN 1 b33
= 5]
]
E ..-e;f':l- t_ﬁ:‘h b H":"
3 ) ﬂ':__..._}

<

Figure 29: Variation de la teneur hépatique du glutathion réduit (GSH) chez les différents groupes

expérimentaux apres 21 jours de traitement.

“p<0.05;"p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot TS
“p < 0.001 comparaison avec le lot Normal Cu

*2p < 0.001 comparaison avec le lot diabétique

2 p < 0.001 comparaison avec le lot diabétique Cu
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2. Effet de zinc sur des rats alimentés par un régime riche en calcium
2.1. Etude de la croissance corporelle et la consommation alimentaire

2.1.1. Croissance corporelle
D’aprés nos résultats, nous remarquons une diminution trés hautement significative (p <
0.001) du poids corporel chez le lot diabétique non traité (DNT) par rapport au témoin sain (TS).
D’autre part, les résultats indique une diminution significative de poids chez les lots ; des rats
sains traités par calcium (TSTCa) (p < 0.01) et des rats diabétiques traité par calcium (DTCa) (p<

0.05) comparativement aux lots témoin sain (TS) et diabétique non traité (DNT) respectivement.

Alors que, lorsque on ajout le zinc chez les rats sains et diabétiques supplémentés par le
calcium (TSTCa+Zn et DTCa+Zn), nous remarguons une augmentation hautement significative (p
< 0.01) du poids corporel (+18.79% et +20.85%) comparativement au groupe des rats sains traites

par calcium (TSTCa) et des rats diabétiques traité par calcium (DTCa) respectivement (figure 30).

2.1.2. Consommation alimentaire

Les résultats obtenus dans notre travail (figure 31) ont montré une augmentation
significative (p < 0.001) des taux de consommation journaliére de nourriture chez le lot diabétique
non traité (DNT) par rapport au témoin sain (TS). Nous remarquons aussi une diminution
hautement significative (p < 0.01) des taux de consommation journaliere de nourriture chez les
lots des rats sains traités par calcium (TSTCa) et des rats diabétiques traité par calcium (DTCa)

comparativement aux lots témoin sain (TS) et diabétique non traité (DNT).

Chez les lots, rats sains traités par le calcium et le zinc (TSTCa+Zn) et rats diabétiques
traités par le calcium et le zinc (DTCa+Zn) on enregistre une amélioration significative (p < 0.01,;
p < 0.001) de taux de consommation alimentaire (+11.68.% et +8.09%) comparativement au

groupe sains traités par calcium (TSTCa) et diabétiques traité par calcium (DTCa) respectivement.
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Figure 30: Variation du poids corporel chez les différents groupes expérimentaux apres 21 jours de

traitement.

“p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot TS
“ p < 0.01comparaison avec le lot TSTCa

" p < 0.05 comparaison avec le lot DNT

¢ p < 0.01 comparaison avec le lot DTCa
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Figure 31: Variation de la consommation alimentaire chez les différents groupes expérimentaux

apres 21 jours de traitement.

“p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot TS
“ p < 0.01comparaison avec le lot TSTCa

"1 p < 0.01comparaison avec le lot DNT

¢ p < 0.001 comparaison avec le lot DTCa
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2.2. Etude de statut du zinc dans I’organisme

2.2.1. Concentration du zinc sérique et tissulaire

La figure 32 présente une diminution significative de la concentration du zinc dans le sérum
et testicule (p < 0.001), dans le foie et le rein (p < 0.01) et dans le pancréas (p < 0.05) chez les rats
diabétiques non traité (DNT) par rapport au rats témoin sain (TS). Un ajout de calcium chez les
rats sains (TSTCa) et diabétique (DTCa) diminue la concentration de zinc sérique (p < 0.05; p <
0.01), hépatique (p < 0.05), rénale ( p < 0.05), pancréatique (p < 0.05 ; p < 0.01) et testiculaire (p <
0.05; p < 0.001) en comparaison avec les groups témoin sain (TS) et diabétique non traité (DNT)

respectivement.

Par contre chez les lots, rats sains traités par le calcium et le zinc (TSTCa+Zn) et rats
diabétiques traités par le calcium et le zinc (DTCa+Zn) nous avons remarqué une amélioration
significative de la concentration de zinc dans le sérum (p < 0.001) (+17.67% et +26.15%), foie (p
< 0.01) (+27.26% et +25.75%), reins ( p < 0.001) (+34.49% et +31.25%), pancréas (p < 0.01)
(+14.39% et 15.26%) et testicules (p < 0.01 ; p < 0.001) (+15.55% et 44.24%) par rapport aux lots
des rats sains traités par calcium (TSTCa) et des rats diabétiques traité par calcium (DTCa)

respectivement..
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Figure 32: Variation de la concentration de zinc dans le sérum, le foie, les reins, le pancréas et les

testicules chez les différents groupes expérimentaux apres 21 jours de traitement.

p<0.05; p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot TS
*p<0.01; * p < 0.001 comparaison avec le lot TSTCa
’p<0.05;" p<0.01 comparaison avec le lot DNT
®'p<0.01“ p<0.001 comparaison avec le lot DTCa
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2.2.2. Activité de certains enzymes a zinc

Les résultats de 1’effet d’un supplément de calcium et de zinc sur ’activité des enzymes a
zinc sont mentionnés dans la figure 33. En effet nos résultats montrent une diminution
significative (p < 0.001) de I’activité enzymatique de I’amylase, PAL, LDH et I’aldolase dans le
sérum des rats diabétiques non traité (DNT) par rapport au témoin sain (TS). De plus chez le lot
des rats sains traités par calcium (TSTCa) on a constaté une augmentation trés hautement
significative (p < 0.001) de I’activité de I’amylase et une diminution significative (p < 0.05) de
I’activité sérique de PAL et LDH et pas de variation significative pour 1’activité¢ de 1’aldolase en
comparaison avec le lot témoin sains (TS). Alors que chez le lot des rats diabétiques traités par le
Ca (DTCa) on a remarqué une augmentation hautement significative (p < 0.01) de ’activité de
I’amylase, une diminution hautement significative (p < 0.01) de ’activit¢ de LDH et aldolase et
pas de variation significative pour I’activité de PAL par rapport au lot diabétique non traité
(DNT).

Par contre chez le lot des rats sains traités par le calcium et le zinc (TSTCa+Zn) et le lot des
rats diabétiques traités par le calcium et le zinc (DTCa+Zn) on a enregistré une amélioration de
’activité enzymatique de I’amylase (p > 0.05; p < 0.001) (+1.29% et + 22.19%), la phosphatase
alcaline (p < 0.01) (+12.57% et +21.72%), lactate déshydrogénase (p < 0.001) (+3.42% et
+26.83%) et I’aldolase (p < 0.01 ; p < 0.001) (+3.24% et +24.13%) lorsque en comparaison avec
les lots des rats sains traités par calcium (TSTCa) et des rats diabétiques traité par calcium (DTCa)

respectivement.
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Figure 33: Variation de ’activité enzymatique de I’amylase, de la phosphatase alcaline (PAL), de
lactate déshydrogénase (LDH) et de 1’aldolase chez les différents groups expérimentaux apres 21
jours de traitement.

p<0.05; " p<0.001 comparaison avec le lot TS

% p <0.01; ® p < 0.001 comparaison avec le lot TSTCa
"p<0.05; " p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot DNT
®'p < 0.01 “ p < 0.001 comparaison avec le lot DTCa

2.3. Etude des paramétres biochimiques

2.3.1. glucose, triglycérides et cholestérol

Nos résultats montrent une augmentation trés hautement significative (p < 0.001) de la
concentration sérique du glucose, triglycérides et du cholestérol chez le lot diabétique non traité
(DNT) par rapport au témoin sain (TS). En revanche, on a remarqué une augmentation
significative de la concentration sérique du glucose et cholestérol (p < 0.05) chez le lot des rats
sains traités par calcium (TSTCa) par rapport au lot témoin sain (TS). Mais pour le lot des rats
diabétiques traité par calcium (DTCa) on a signalé une augmentation significative de la
concentration du glucose et cholestérol (p < 0.01) et une diminution significative de la

concentration des triglycérides (p < 0.001) par rapport au lot diabétique non traite (DNT).

Par contre chez les lots supplémentes de calcium et traités par le zinc pour les rats sains
(TSTCa+Zn) et diabétiques (DTCa+Zn), nous remarquons une diminution significative de la
concentration du glucose (p < 0.01) (-22.83% et -24.74%), des triglycérides (p < 0.01) (-16.52%
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et -16.09%) et du cholestérol (p < 0.05; p < 0.001) (-3.77% et -10.05%) en comparaison avec le
lot des rats sains traités par calcium (TSTCa) et des rats diabétiques traité par calcium (DTCa)
respectivement (figure 34 ).

14 - exmp
— e T - -
] — T 1
E o =
= 10 - o e
g = ]
S 8 . o e
“an :u:u:u I:-:-:I
= E 1 B o :-:-:-:
= '|':'| ]
5 a - e e
B — T T 1 | |
e e ma
= 2 ::.: I: -:I
E |I|I|I :- :-:
= Ll - -
E [n)
T B o
L
S & =
T P
X
___ 140 A
% B ]
E‘:lEﬂ . -
i 100 - b2
= *cl
-\.E Bﬂ 1 - —
£  ——
-
Eﬂ Eﬂ ] :I:I:
_I'|: |:|:|
2 40 -
-D |I|I|
S 20 - EEEE
-+
E |:|:|
-luE—-l o
[ ]
= (_:-h- ..-'F'Q"-
8 S {;Px
w2

88



ETUDE EXPERIMENTALE Chapitre II Résultats

00 - i v
180 -
1e0 -
1400
120
10D
S0
&0
4
20

concentration du cholestérol{ me/dl)

Figure 34: Variation de la concentration sérique de glucose, des triglycérides et du cholestérol
chez les différents groupes expérimentaux apres 21 jours de traitement.

p<0.05; 'p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot TS
“p<0.05;* p < 0.01comparaison avec le lot TSTCa
"' p < 0.01; °” p < 0.001 comparaison avec le lot DNT
' p < 0.01 “ p < 0.001 comparaison avec le lot DTCa

2.3.2. Urée, créatinine, acide urique et proteines totales

La figure 35 illustre une augmentation trés hautement significative (p < 0.001) de la
concentration sérique de l'urée, créatinine et ’acide urique et une diminution trés hautement
significative (p < 0.001) de la concentration des protéeines totales chez le lot diabétique non traité
(DNT) par rapport au témoin sain (TS). Par ailleurs, nos résultats indiquent que le I'ajout de
calcium chez les rats sains (TSTCa) et diabétique (DTCa) induit une augmentation significative (p
< 0.05 et p < 0.01 )de la concentration sérique de ’acide urique en comparaison avec le lot

témoin sain (TS) et diabétique non traité (DNT) respectivement.

En revanche I’administration du zinc chez les rats sains et diabétiques alimentés par un
régime supplémenté de calcium (lot TSTCa+Zn et lot DTCa+Zn) a provoqué une diminution
remarquable de la concentration sérique d’urée (p < 0.05 ) (-15.83% et -17.64%), de la
créatinine(p < 0.05 et p < 0.001) (-10.12% et-15.29%) et de 1’acide urique (p <0.05etp <0.01) (-
4.56% et-5.96%) et une légere augmentation de la concentration des protéines totales (p > 0.05 et
p <0.05) (+1.79% et +11.03%) par rapport au lot des rats sains traités par calcium (TSTCa) et des

rats diabétiques traité par calcium (DTCa) respectivement.
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protéines totales chez les différents groupes expérimentaux apres 21 jours de traitement.

p < 0.001 comparaison avec le lot TS

% p < 0.05 comparaison avec le lot TSTCa

"% p < 0.01comparaison avec le lot DNT

p<0.01;
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p<0.05;

*

p <0.01 “ p < 0.001 comparaison avec le lot DTCa
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2.3.3. Activite des transaminases (ASAT, ALAT)

Les résultats obtenus présenté dans la figure 36 révélent une augmentation de 1’activité des
transaminases (ASAT, ALAT) avec une différence tres hautement significative (p < 0.001) chez
les rats diabétiques non traités (DNT) par rapport au rats témoins sains (TS). Une augmentation de
I’activité enzymatique de ASAT avec une différence significative (p < 0.05), a été enregistrée chez

le lot des rats sains traités par calcium (TSTCa) par rapport au lot des rats témoins sains (TS).

D’autre part, l'ajout du zinc chez les groups ; sains traité par calcium (TSTCa+Zn) et
diabétique traité par calcium (DTCa+Zn) a provoqué une diminution significative de 1’activité
enzymatique de ASAT (p < 0.01 et p > 0.05) et ALAT (p < 0.05) par rapport au lot des rats sains
traités par calcium (TSTCa) et des rats diabétiques traité par calcium (DTCa) respectivement.
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Figure 36: variation de I’activité enzymatique sérique de I'aspartate aminotransférase (ASAT) et
I'alanine aminotransférase (ALAT) chez les différents groupes expérimentaux apres 21 jours de
traitement.

0<0.05; 'p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot TS
“p<0.05; * p < 0.01comparaison avec le lot TSTCa
¢ p < 0.05 comparaison avec le lot DTCa

2.3.4. Malondialdehyde (MDA) et Glutathion réduit (GSH) hépatique

D’aprés les résultats obtenus (figure 37 ), on observe une augmentation trés hautement
significative (p <0.001) du taux hépatique de MDA chez le groupe diabétique non traité (DNT)
comparé au groupe témoin sain (TS). De méme I’interprétation des résultats indique qu’il n’y a
aucune variation significative du taux de MDA chez les lots des rats sains traités par calcium
(TSTCa) et des rats diabétiques traité par calcium (DTCa) par rapport au lot témoin sain (TS) et
diabétique non traité (DNT) respectivement. De méme on a enregistré une diminution tres
hautement significative (p <0.001) de la teneur hépatique en MDA (- 47.92%) chez le lot des rats
diabétiques traités par le calcium et le zinc (DTCa+Zn) par rapport au lot diabétique traité par
calcium (DTCa).

De plus les résultats (figure 38) montrent une diminution trés hautement significative
(p<0.001) de la teneur hépatique du glutathion réduit (GSH) chez le lot diabétique non traité
(DNT) par rapport au témoin sain (TS). En revanche, on a remarqué ¢'il n'ya aucune variation
significative de la concentration de GSH chez les lots supplémentés par le calcium pour les rats
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sains (TSTCa) et diabétiques (DTCa) par rapport au lot témoin sain (TS) et lot diabétique non
traité (DNT) respectivement.

Par contre chez les lots ; rats sains traités par le calcium et le zinc (TSTCa+Zn) et rats
diabétiques traités par le calcium et le zinc (DTCa+Zn) nous remarquons une augmentation
significative (p<0.001 ; p<0.05) de teneur hépatique en GSH (+50.11% et +7.87%) par rapport au
lot des rats sains traités par calcium (TSTCa) et des rats diabétiques traités par calcium (DTCa)

respectivement.
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Figure 37: Variation de la teneur hépatique de Malondialdéhyde (MDA) chez les différents groupes

expérimentaux apres 21 jours de traitement.

*:

“p < 0.001 comparaison avec le lot TS
°p < 0.001 comparaison avec le lot DTCa
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Figure 38 : Variation de la teneur hépatique du glutathion réduit (GSH) chez les différents groupes

expérimentaux aprées 21 jours de traitement.
“p<0.01; " p<0.001 comparaison avec le lot TS
#2p < 0.001 comparaison avec le lot TSTCa

"2 p < 0.001 comparaison avec le lot DNT
“p <0.05 comparaison avec le lot DTCa
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Discussion

Le diabéte sucré est un syndrome métabolique chronique résultant d'une Variété
d’interactions entre des facteurs héréditaires et environnementaux (Boynes et al., 1991).
L'hyperglycémie chronique du diabete est associée a des dommages a long terme, un
dysfonctionnement en différents organes, en particulier les yeux, les reins, les nerfs, le coeur et les
vaisseaux sanguins (Alberto et al., 2015). La relation entre le diabéte et divers minéraux se
caractérise par un haut degré de réciprocité. L'hyperglycémie chronique incontrblée peut
provoquer des modifications importantes dans I'état de ces éléments nutritifs, et inversement
(Arshag et al., 1994). Le zinc est connu pour étre un oligo-élément essentiel, qui est nécessaire
pour la santé et la croissance et est également essentiel pour la fonction et I'activité de plus de 200
métalloenzymes (Debjit et al., 2010). Ces enzymes sont impliqués dans le métabolisme des

protéines, des glucides et des lipides (Afkhami et al., 2008).

Dans nos conditions expérimentales, nous avons remarqué un déficit pondéral et une
augmentation de la consommation alimentaire chez les rats diabétiques qui sont sous un régime
alimentaire standard par rapport aux témoins sains. Nos résultats sont en accord avec ceux
apportés par (Pari et Latha, 2005) qui ont constaté que, chez des rats males de la souche Wistar
albinos, I’injection de la streptozotocine (STZ) provoquait en trois semaines une diminution
significative de poids corporel. On peut expliquer la perte du poids corporel chez les rats
diabétiques probablement par 1’augmentation du catabolisme des lipides et des protéines due par le
manque des carbohydrates utilisées comme source d’énergie. Par ailleurs on peut expliquer la
perte de poids par la manque d’insuline qui conduit a la dégradation des protéines structurales qui
sont connues par leur contribution au poids corporel (Rajkumar et Govindarajulu, 1991 ; Vats et
al., 2004). L'augmentation de la consommation alimentaire est expliquée par I'hyperphagie due au
diabéte expérimentale, cet hyperphagie est une réaction compensatoire a un manque de graisse
combustibles associe & une perturbation métabolique au cours de diabéte sucré (Barry et Deborah,
2006).

Les résultats de notre expérimentation suggerent que le traitement alimentaire par le cuivre
ou le calcium provoque une diminution de la quantité d’aliment consommé et de poids corporel
chez les rats sains ou diabétiques. Ceci est confirmé par les travaux de Chen et al., (1996) et
Kathryn et al., (2004) . Chen et al., (1996) ont constaté que chez des poulets un supplément de
500 mg Cu/ kg d’aliment diminue significativement du poids corporel. Kathryn et al., (2004) ont
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montré aussi une diminution du poids corporel par supplément de 25ug/jours de cuivre chez des

rats ont une alimentation standard de 13pg Cu/g d’aliment.

On peut expliquer ces résultats par le bas niveau de zinc tissulaire et sérique sous I'effet de
l'alimentation riche en cuivre ou calcium entrainant une diminution de I’appétit et de la synthése
protéique (Kechrid et al., 2007) et donc conduit aux diminutions de la consommation alimentaire
et du poids chez les rats étudiés. Ceci est en accord avec Kechrid et al. (2012), qui ont remarqué
que la carence du zinc dans I’alimentation des rats est accompagnée par une réduction de poids

corporel en comparaison avec le groupe de régime normal.

En outre, le mécanisme par lequel le cuivre a exercé son effet sur le poids corporel semble

étre par une altération au niveau du duodénum ce qui est influencé sur 1’absorption des nutriments

(Rahman et al., 2001).

Par ailleurs, on peut expliquer l'effet de calcium sur la perte de poids comme suite: les
adipocytes possédent un récepteur membranaire a la vitamine D (1,25(0OH)2D), qui, lié a cette
vitamine, favorise I’entrée intracellulaire de Ca2+, suivie de I’augmentation de 1’expression de la
Fatty Acid Synthetas (FAS) induisant une lipogenése de novo. L’inhibition de 1’expression de 1’
UnCoupling Protein 2 (UCP2), protéine de phosphorylation et d’oxydation des acides gras, parait
dépendre a la fois du taux de Ca2+ intracellulaire et de la liaison de la vitamine D circulante a un
second récepteur nucléaire (Bhat et al., 2014). Un supplément de calcium peut diminuer le taux de
vitamine D circulante ainsi deux conséquences : 1’une sur la liaison de la vitamine D sur son
récepteur membranaire avec diminution de l’entrée de Ca2+ dans 1’adipocyte (freinant la
lipogenése) et I’autre sur la liaison de la vitamine D sur son récepteur nucléaire (augmentant la
lipolyse) ce qui permet de diminuer la masse grasse et conduit a la perte du poids corporel (lan et
al., 2005).

D’autre part le traitement des rats sains ou diabétiques riche en Cuivre ou Calcium par le Zinc
a entrainé une restauration du poids corporel et la consommation alimentaire. Levin et al. (1992)
ont également justifié I'anorexie par le rble central du zinc dans I'activation des nombreux
systéemes enzymatiques qui synthétisent et degradent certains peptides biologiquement actifs,
également appelés les neuropeptides qui sont impliqués dans le reglement de l'ingestion de
nourriture tels que (Choecystokinin (CCK), leptine, sérotonine). Ces peptides sont synthétisés par
I'nypothalamus (Williams et al., 2004). 1l a été signalé que I'nypophyse est responsable de moduler

I'ingestion de nourriture ; elle recoit des signaux de I'nypothalamus puis elle transmet ces signaux
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a d'autres tissus ou organes peériphériques cibles (Song et al., 2000 ; Bjursell et al., 2005). De plus,
le zinc peut augmenter le niveau de facteur de croissance (IGF) et contribue aussi a I'élevation de
la concentration sérique de testosterone, ces deux facteurs sont considérés comme des agents

anaboliques ce qui contribue a I'amélioration du poids corporel (Velloso, 2008) .

Les résultats de notre expérimentation suggerent aussi que le diabéte a provoqué une
diminution importante de la concentration de zinc dans le sérum et les différents organes : le foie,
le rein, le pancréas et le testicule. La présence de I’hyperzincurie et la baisse d’absorption
intestinale du zinc au cours de diabete ont approuvé la spéculation que les diabétiques sont plus
susceptibles a la carence du zinc (Shahidul et Loots, 2007 ; Vidovi¢ et al., 2013).

L'analyse des résultats a montré que I'administration journaliére de 30 mg Cu/kg d’aliment
(CuS0O4.5H20) ou de 35g Ca/kg d’aliment (CaCO3) pendant trois semaines a induit une baisse
significative de la concentration sérique et tissulaire en zinc chez les groupes des rats sains et
diabétiques. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Samanta et al. (2011). Ces derniers
ont montré une supplémentation journaliére de 75 ppm en cuivre (CuSO4.5H20) pendant 21 jours
provoque une diminution de la concentration de zinc plasmatique chez les poulets. Ces résultats
sont en accord aussi avec ceux obtenus par Chao-Xia et al. (2006) et Mace et Shannonm (2000).
Ces derniers ont montré une supplémentation journaliére de calcium provoque une diminution de
la concentration de zinc plasmatique et tissulaire chez les poissons. De plus, I'étude de Raschke et
Jahreis (2002) sur des hommes sains montre qu'un supplément de phosphate de calcium (1800mg /

j) pendant deux semains provoque une diminution de la concentration de zinc plasmatique.

Le cuivre a pu réduire le taux sérique et tissulaire de zinc par compétition sur les sites de
fixation au niveau de I’intestin (Dimitrova et al., 2010). Il est bien connu que le cuivre empéche
I’absorption de zinc et donc affect leur biodisponibilité dans I’organisme ce qui confirmer par les
bas niveaux en zinc sériques. De plus, I’excés de cuivre peut conduire a la dysrégulation de
I’homéostasie du Zn moléculaire (Yang et al., 2000) et donc peut provoquer son abaissement dans
les tissus. Par ailleurs le cuivre se lie aux MT, présent dans les entérocytes et une fois transferé
dans le milieu intérieur, il est transporté vers le foie, majoritairement par les albumines. Une
présence en cuivre excessive, par rapport a celle du zinc, provogue ainsi une carence en zinc, car
les MT et les albumines sont aussi nécessaires pour la régulation du métabolisme du zinc. (Revy et
al., 2003).

Le calcium et le zinc ont le méme site d'absorption au niveau intestinale donc un supplément

de calcium a forte dose entre en compétition avec le zinc ce qui réduit son absorption (Spencer et
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al., 1987). De plus le calcium a tendance de former des complexes avec le phytate et de zinc qui
sont insolubles et ont par conséquent un effet inhibiteur sur I'absorption du zinc (Nazanin et al.,
2013). D'autre par I'étude de Espinoza et al. (2012) montre que le DMT1 (Divalent Metal
Transportor) est un transporteur de plusieurs ion divalent dans I'entérocyte impliqué dans le
transport actif des ions de zinc dans l'intestin ce qui contribuée dans leur absorption, un
supplément de calcium inhibe I'expression de DMTL1 et diminue leur synthese ( Shawki et
Mackenzie, 2010) ce qui est probablement fait partie de mécanisme moléculaire de I'inhibition de

I'absorption de zinc par exces de calcium.

Dans cette étude, le traitement par le zinc augmente significativement la concentration du
zinc dans le sérum et les différents organes étudiés chez les rats sains et diabétiques traités par le
cuivre et de calcium. Cet effet de zinc est expliqué par la sensibilité de ces tissus a la quantité du
zinc dans l'alimentation (Williams et Mills, 1970) ce qui nous permet de remarquer 1’efficacité de
traitement par le zinc pour la correction de perturbation du taux de zinc dans 1’organisme induit

par des minéraux antagonistes comme le cuivre et le calcium notamment au cours du diabete .

Nos résultats montrent une diminution significative de I’activité des enzymes a zinc étudiés
dans le sérum des rats diabétiques par rapport aux témoins sains. Chez les diabétiques, on peut
s’attendre a une zincurie importante qui peut entrainer un appauvrissement en zinc. Le taux de
zinc dans le serum est généralement plus bas chez les diabétiques que chez les personnes de
contrble. Le role de zinc dans ces enzymes est comme suite : La phosphatase alcaline est une
enzyme dimériques de type métalloglycoprotéique, 1’enzyme nécessite 4 atomes de zinc par
molécule de protéine pour leur activité catalytique (Jamshid et al., 2011). L'amylase est une
métalloenzyme a un site catalytique subdivisé en plusieurs sous sites. Les spécificités des
enzymes amylolytiques pourraient également s'expliquer par I’existence d’ion de zinc dans leur
structure (Chappuis et Favier, 1991). Lactate déshydrogénase (LDH) est une métallo-enzyme de la
famille d’oxydoréduction, nécessite un atome de zinc comme cofacteur (rdle structurale)
(Parvaneh et al., 2009). L’aldolase aussi est une métalloenzyme zinc dépendante dans la structure
de protéine, donc le manque de zinc associe au diabéte c’est I’origine peut étre de la diminution de

I'activite de ces enzymes.

D’autre part on a constaté, chez les rats sains et diabétiques, une diminution significative de
I’activité sérique de ’amylase, PAL, LDH et 1’aldolase lorsque les rats sont traité par le cuivre et une
augmentation de l'activité sérique de I'amylase et diminution de I'activité de LDH et aldolase lorsque

les rats sont traités par le calcium.
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Le mécanisme par lequel le cuivre affect I’activité de ces enzymes est comme suite : Le
cuivre permet d’interagir avec de nombreuses protéines dépendantes de métaux essentiels. Cela
est illustré notamment par I’intervention de zinc via les métallothionéines sur lesquelles le Cu se
fixe ; ou via les facteurs de transcription a doigts de Zn (Huang et al., 2004). Les altérations de
I’activité des enzymes seraient dues au remplacement du zinc par le cuivre (Pillai et Gupta, 2005).
Les mécanismes de remplacement d’un métal par un autre peut étre réalis¢ dans un rapport
steechiométrique, une régle générale pour tous les cations divalents fixés sur les MTs avec le
rapport 7 atomes de métal par métallothionéines. En effet, des échanges entre le Zn fixé aux MTs
et d'autres protéines ou facteurs de transcription ont été démontrés (Maret, 1994). Le cuivre (Cu)
est fixé sur les MTs sous forme d’ion monovalent et le ratio métal/protéine étant alors de 10
atomes de Cu par MT. La trés forte affinité du Cu pour les MTs fait que le Zn est trés facilement
remplacé de ces protéines (Parks et al., 1997) ce qui permet une diminution de P’activité des

protéines a zinc dont les enzymes sous 1’effet d’un supplément de cuivre.

Concernant I'effet de calcium sur les enzymes a zinc, On peut expliquer les résultats comme
suite : Les amylases peuvent étre considérées comme étant des métalloenzymes; enzymes
nécessitant un ion métallique (Ca™"et Zn™™) pour leur structure et activité. (Savchenkoet al., 2002),
Donc la grande majorité des amylases, I’ion calcium Ca™" a un effet stimulateur sur leur activité
enzymatique (Lévéque et al., 2000). Le Zinc entrent en compétition avec le Calcium dans le site
actif de cette enzyme (Savchenko et al., 2002). Le Ca*™ joue aussi un grand réle dans le maintien
et la stabilit¢ de la structure tertiaire de ’enzyme ainsi que dans son activité catalytique
(Boel et al., 1990). Ce qui probablement explique 1’augmentation de 1’activité de 1’alpha amylase
par un supplément de calcium. LDH, PAL et I’aldolase aussi sont des métalloenzymes zinc
dépendantes dans la structure de protéine (Matthias et Georg, 1996). Il a été montré qu’un exces
de calcium inhibe 1’absorption du zinc (Pascale et Richard, 2000), donc probablement une
carence en zinc induite par un supplément de calcium entraine la diminution de 1’activité de ces

enzymes.

Par ailleurs, nos résultats montrent que le traitement par le Zn réduit les effets néfastes de
cuivre et calcium par stimulation de I’activité de la phosphatase alcaline, 1’alpha amylase, lactate
déshydrogénase et I’aldolase chez les rats sains et diabétiques, ce qui nous permet de montrer bien

I’efficacité de traitement par le zinc pour 1’amélioration de 1’activité de ces enzymes.

Dans cette étude un supplément de 30 mg/kg d'aliment de cuivre ou de 35g /kg d'aliment de

calcium pendant 21 jours a augmenté significativement la glycémie chez les rats sains et
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diabétiques. Le zinc est un des composants de 1’insuline et il est indispensable a son synthése,
stockage, sécrétion et action sur la cellule (Katleen et al., 2012). La diminution de la concentration
de zinc plasmatique et tissulaire suite aux traitements par le cuivre ou le calcium probablement
affect la capacité des cellules béta de la synthese et sécrétion de l'insuline (Chausmer, 1998), ce
qui favorise 1’augmentation de la glycémie. De plus, il a été montré que le cuivre diminue
I'utilisation de glucose par les tissues et augmente la production endogéne (Kechrid et al., 2007) ce
qui probablement l'origine de I'hyperglycémie associe au supplement de cuivre. Par ailleur, il a été
montré aussi que le calcium est associée au développement du diabéte, de l'intolérance au glucose

et de résistance a l'insuline (Elizabeth et Brendan, 1994).

Des concentrations élevees de calcium pourraient induire une diminution de la sécrétion
d'insuline par les cellules 3 pancréatiques . Il est bien connu que la libération de I'insuline est un
processus dépendant du calcium (Chungiu et al., 2009). La libération de I'insuline, qui est stockée
dans les granules de sécrétion dans les cellules 8 pancréatiques, dépend de I'influx de calcium a
travers des canaux calciques voltage-dépendants. des altérations dans le flux de calcium peuvent
avoir des effets néfastes sur la fonction sécrétoire des cellulaire f (Rorsman et al., 2011). D'autre
part, une augmentation des taux de calcium peut diminuer I'expression des transporteurs du
GLUT4 ce qui diminuer I'entrée cellulaire du glucose et, par conséquent, une augmentation des

concentrations plasmatiques de glucose (Becerra-Tomas et al., 2014).

Les résultats obtenus ont montré que la glycémie a été restauré apres le traitement par le
zinc chez les rats sains et diabétiques nouris par un régime riche en cuivre ou calcium. Dans notre
étude un supplément de zinc corrige de facon remarquable le statut de zinc dans I'organisme ce qui
favorise la biodisponibilité de zinc dans les différentes tissus et organes y compris le pancréas et
donc joue le role de la régulation de la glycémie. Plusieurs mécanismes moléculaires impliqués
dans la régulation du taux de glucose sanguin apres le traitement par le zinc. La protéine tyrosine
phosphatase 1B (PTP 1B), un régulateur clé de phosphorylation de récepteur de I'insuline cette
enzyme est connue pour étre une cible d'ions zinc pour l'activation (cofacteur). Aussi autre études
ont montré que le zinc peut jouer un réle dans I'amélioration de la sensibilité périphérique a
I'insuline (Jayawardena et al., 2012), d'autre part le zinc réduit la synthése du glucose, tout en
favorisant le métabolisme et le stockage du glucose. Ceci est principalement par I'activité accrue
des enzymes clés impliquées dans ces processus métaboliques, tels que 1'a-glucosidase, la PFK,

PK et de la glycogéne synthase (Priyanga et al., 2015).
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Nos résultats montrent, chez les rats supplémentés par le cuivre ou le calcium, une
augmentation de profil lipidique sérique (cholestérol et des triglycérides), ce qui montre la
perturbation de métabolisme lipidique par exces de cuivre et calcium. Ces résultats sont en accord
avec ceux publiés par Osman, (2004), Tanaka et al., (2009) et Songtao et al., (2013). Osman,
(2004) est constaté une augmentation de taux de cholestérol sous 1’effet d’une augmentation de la
concentration de cuivre chez I’homme (groups sains et groups obéses). Tanaka et al., (2009) ont
montré aussi une diminution significative du taux des triglycérides plasmatiques par un régime
carencé en cuivre chez les rats. D’autre part Songtao et al., (2013) montrent dans ces études une
augmentation de la concentration de cholestérol totale suite a un supplément de calcium chez les

femmes.

Il a été établi que le zinc peut jouer un réle important dans l'activation des enzymes
impliqués dans le metabolisme des lipides et des protéines (Ashima et al., 2012), donc notre
résultats indiquent que le métabolisme des lipides de ces animaux est tres sensible a la variation de
statut de zinc. Un rapport entre le cuivre et les lipoprotéines par 1’augmentation de 1'activité d’une
enzyme 3-hydroxy-3-méthyle-glutaryl-CoA réductase (HMGCOoA R), cette enzyme joue un rble

principale dans la synthése du cholestérol dans le foie (Rahman et al., 2001).

En d'autres termes, I’augmentation de profil lipidique est expliquée probablement par la
baisse de I’activité de I’insuline sous 1’effet d’une carence en zinc induit par 1'excés de cuivre et
calcium retarde le catabolisme des triglycérides, surtout du fait d’une activité réduite de 1’enzyme
lipoprotéine lipase (LPL) qui permet I’hydrolyse des particules riche en triglycérides, les VLDL et
les chylomicrons. L’hyperglycémie provoque la glycation des apoprotéines, Al, All, C et E qui est
un facteur déterminant, ainsi la glycation de I’apo B des VLDL ralentit son catabolisme

physiologique (Halimi, 2000).

Le traitement par le zinc chez les rats sous un régime riche en cuivre ou calcium a un effet
bénéfique sur le profil lipidique. Reiterer et al. (2005) ont rapporté une augmentation de la
concentration du cholestérol et des triglycérides dans les fractions de VLDL et de HDL chez les
souris alimentés par un régime carencé en zinc et ont indiqué que la supplémentation du zinc a
diminué ces perturbations. Ce traitement permet de remplacer la perte de zinc induit par le diabéte
et par I'exces de cuivre et calcium ce qui active les processus biologiques zinc dépendants dans
I'organisme, ce qui permet aussi d'améliorer les paramétres lipidiques et diminuer le risque de

complication cardiovasculaire de diabete.

103



ETUDE EXPERIMENTALE Chapitre III Discussion

Nos résultats montrent une diminution clair des protéines totales sériques chez les rats
diabétiques non traités par rapport aux rats témoins sains ceci peut étre interpréter par un déficit
en insuline (Potemkine, 1989) et peut étre par proteinurie (microalbuminurie) , qui est un
important maqueur clinique du diabéte néphropathie (Gross et al., 2005 ). Au cours du diabéte, les
cellules doivent trouver un autre substrat biologique pour produire de I'énergie. Elles vont alors
utiliser les acides gras et les acides aminés glycoformateur a partir de la dégradation des protéines
ce qui déclin la synthése protéiques (Moller et Nair, 2008).

D'autre part, on a constaté que le cuivre provoque une élévation significative de la
concentration sérique de 1’urée, créatinine et I’acide urique sérique et une diminution significative
des protéines totales chez les rats sains et diabétiques. Mais pour le calcium les résultats montrent
qu'il provoque I'augmentation seulement de la concentration sérique de I'acide urique et pas d'effet

sur les autres parameétres de métabolisme protéique chez des rats sains ou diabétiques.

Sandstead et al. (2000) ont rapporté que le zinc est indispensable pour la synthése des
coenzymes qui sont responsables du métabolisme et de la biosynthése d'amine. L’insuline
plasmatique, I'lGF-1 et I'apport en acides aminés agissent sur plusieurs circuits d'enzymes de
régulation du type phosphatase ou kinase qui réactivent des facteurs de régulation de la synthése
protéique, comme la traduction des ARNm qui est ainsi activée via les facteurs d'élongation et de
traduction eEF4(eucaryote elongation factor 4) et 4E-BP1 (4E-binding protein), favorisant un
synthese protéique (Poortmans et Boisseau, 2009). Donc, la diminution de la synthese protéique
probablement due de l'insulinopénie résulte de la carence en zinc induit par le supplément de
cuivre ou le calcium. De méme le cuivre en exces induit une modification des structures en doigts
de zinc de certains facteurs de transcription (Guiraud et Horn, 2003) qui peuvent altérer la
synthése des protéines. La Dopamine B-hydroxylase est une enzyme a cuivre, cette enzyme sert a
la production de catécholamines, ces dernier sont classiquement, considérées comme
catabolisantes des protéines (linder et al., 1999), donc probablement la supplémentation de cuivre
induit une forte activité de catabolisme protéiques par activité catalytique de Dopamine [-
hydroxylase et donc diminution de leur concentration sérique.

La créatinine et ’'urée sont considéré comme des déchets résultant de la dégradation des
protéines en acides aminé, le catabolisme de ce dernier provoque la synthese de I'urée (William et
al., 1999). Aussi la concentration de 1’urée sanguine est dépendante non seulement de la filtration

glomérulaire mais aussi de ’apport en protéines alimentaires, du catabolisme protéique de
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I’organisme, de la capacité de production du foie et de la perfusion rénale. La créatinine est un

indicateur plus spécifique de la fonction glomérulaire que I’'urée (Whelton et al., 1994).

Pour la présente étude, une accumulation remarquable de I'urée et créatinine a été notée dans
le diabéte expérimental, Nos résultats sont en accord avec ceux apportés par (Almdal et al., 1986)
qui ont constaté que, chez des rats Wistar, I'injection de 75 mg/kg de la streptozotocine (STZ)
provoquait en deux semaines une augmentation de l'urée. Ca peut étre expliqué soit par la
dégradation accélérée des protéines (Brunner et Suddarth, 2006), soit par la transformation de
protéine en glucide, ou par l'altération de I'homéostasie du nitrogéne qui conduit a l'augmentation
de I'¢limination hépatique du nitrogéne sous forme d'urée. Pour ces raisons 1’augmentation de la
concentration de 1’urée et de la créatinine par supplement de cuivre chez les rats sains ou
diabétiques peut étre due a une activité catabolique accrue des protides confirmé par la diminution
de protidémie (Potemkine, 1989).

L'augmentation de la concentration d'acide urique suite au traitement par le cuivre ou
calcium peut expliquer soit par la production accélérée, soit par la diminution de son excrétion
(Modan et al., 1987). Autrement, le taux élevé de 1’acide urique circulant, peut étre interprété lors
d'une lésion cellulaire, une dégradation rapide des acides nucléiques libérant en grande quantité
des purines qui seront par la suite transformées en acide urique (Kanevets et al., 2009). Cette
explication peut étre confirmer par la diminution de la concentration des protéines sériques

observée dans nos résultats.

Le traitement par le zinc corrige la diminution des protéines induite par le cuivre et améliore
la perturbation des parametres de l'urée et créatinine. Le zinc est un cofacteur d'’ADN polymerases,
transcriptase inverse, ARN polymérases, ARNt synthétase et de la chaine de la protéine du facteur
d'élongation. En outre, il est nécessaire pour l'activité de la thymidine kinase et il entre également
dans la régulation de l'activité des ribonucléases (Guillaume, 2013). Par conséquent, il a été
suggeré que des changements dans l'activité de ces enzymes sont responsables de la diminution de
la synthése des protéines et d'un retard de croissance observée chez les animaux carencé en zinc
(Southon et al., 1985).

En ce qui concerne l'activité des transaminases (ASAT et ALAT), nous avons remarqué une
augmentation significative de l'activité sérique de ces enzymes chez les rats diabétiques ou sains
supplémentés par le cuivre a raison de 30 mg Cu/kg d’aliment et une Iégere augmentation de

l'activité de ASAT chez les rats sains traités par 35g/kg daliment de calcium. Ces résultats
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confirment le résultat d'une forte concentration de la glycémie sous I'effet d'un supplément de

cuivre et calcium.

Le diabeéte active la néoglucogenése pour fournir le glucose a partir d'autres sources telles
que les acides aminés (Fatmi et al., 2013), ces acides aminés sont ensuite convertis en corps
cétoniques (un cétoglutarate et pyruvate) pour lesquels I'enzyme ASAT et ALAT sont nécessaires,
conduisant enfin a I'élévation de I'activité de ces enzymes pour la production d'énergie (Derai et
Kechrid, 2014). L’augmentation de ’activité des transaminases peut expliquer par un supplément
de cuivre et calcium qui provoque la diminution de statut de zinc et diminue 1’oxydation de la
chaine carboné de I’alanine et entraine une accumulation de I’alanine dans le sang (Grefley et

Sandstead, 1993).

Les changements de l'activités des transaminases sont contrdlés par un supplement de zinc,
chez les rats sains et diabétiques, qui a un effet préventif contre les pathologies hépatiques induites
par un exces de cuivre ou calcium (Lisa et Gaetkea, 2003). Ces changements sont expliquée par
l'effet de zinc sur I’augmentation de la sécrétion d'insuline par les ilots de Langerhans (Hannan et
al., 2007 ; Al-Mousawi, 2013). L’insuline diminue le catabolisme des protéines (Moller et Nair,
2008), ’accumulation des acides aminés dans le sang et par conséquence, l'activité enzymatique
des transaminases diminue. Les résultats de Tingting et al. (2015) suggerent qu'il y avait des
anomalies fonctionnelle, structurelle et biochimiques dans le foie des souris diabétiques OVE26 a
I'dage de 6 mois; Cependant, tous ces changements pourraient étre prévenues avec un traitement par

le zinc, qui a été associée a la régulation d'expression de la métallothionéine hépatique.

Le stress oxydatif peut progresser aux dommages oxydatifs impliquant des protéines
cellulaires (contractiles, structurelles, et enzymatiques), des lipides, I'ADN et d'autres molécules

d'une maniere qui pourrait conduire a la fonction cellulaire anormale (Powers et Jackson, 2008).

Nos résultats montrent une augmentation de la concentrations hépatique de MDA et une
diminution de taux de GSH hépatique chez les rats diabétiques par rapport au témoin. MDA est un
biomarqueur de la peroxydation lipidique (Saka et al., 2011), utilis¢é comme indicateur des
dommages oxydatifs (Zhang et al., 2008). De plus le glutathion (GSH) est un tripeptide connu par
son r6le antioxydant important pour la protection cellulaire, détoxification, la conjugaison et

I'excrétion des molécules toxiques (Brown et al., 2004; Aouacheri et al., 2009).

Le stress oxydant est augmenté dans les différents tissus dans le cas de diabete (Korshunov et al.,

1997). En effet, en présence d’hyperglycémie chronique, les protéines ayant une demi-vie
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supérieure a dix semaines subissent des modifications irréversibles, générant un stress oxydant
(Gillery, 2001). L’augmentation du stress oxydant au cours du diabéte a donc été principalement
démontrée par une augmentation des dommages causés par les radicaux libres sur les protéines et
les lipides. Le principal marqueur de I’augmentation des radicaux libres est I’augmentation de la
peroxydation lipidique (MDA) et une diminution de la concentration de GSH (Stephens et al.,
2006 ).

Notre recherche montre que le cuivre augmente le taux de MDA et diminue le GSH
hépatique, ces résultats est en accort a ceux publier par Wilfried et al. (2005) et Zhang et al.
(2000). Wilfried et al. (2005) ont montré qu'un supplément de 25 ou 100ug/l de sulfate de cuivre
provoque une diminution du taux de GSH hépatique. Zhang et al. (2000) ont rapporté une
augmentation de la concentration de MDA hépatique chez des rats alimentés par un régime
supplémenté par sulfate de cuivre (500mg /kg p.c). Le traitement par le cuivre empéche
I'absorption de zinc ce qui affect leur biodisponibilité et conduit a la carence remarquable en zinc
, Cette carence en zinc probablement est le responsable de I'etats de stress oxydative. Chen et
Young (1998), ont démontres que l'insuffisance du zinc induit une génération accrue des radicaux
libres et de la peroxydation des lipides dans le foie des souris et des rats. De plus, le cuivre est un
métal de transition, il joue un réle important dans le déclenchement des réactions de production
des radicaux hydroxyle (réactions de Fenton) (Delattre et al., 2005) ce qui favorise 1’oxydation des
lipides et augmente le taux de MDA.

Notre résultats montrent aussi qu'un supplément de zinc améliore I'états de stress oxydant
induit par le cuivre et le diabete ce qui en accord avec ce publié par Kandaz et al. (2009) et
Duzguner et Kaya (2007). Kandaz et al. (2009) ont rapporté q'un supplement de sulfate de zinc (10
mg/kg/j) pendant 10 jours, provoque une diminution de la concentration de MDA chez les rats.
D’autre part, Duzguner et Kaya (2007) ont constaté une diminution du niveau de MDA apres le
traitement des lapins diabétiques par le zinc. La diminution de la peroxydation lipidique par le
Zinc pourrait étre attribuée a sa propriété antiperoxidative. Des études ont montré que le zinc
provoque l'inhibition de la peroxydation lipidique ce qui favorise la stabilité des membranes
biologiques (Sidhu et al., 2004). En outre il a été démontré que le zinc antagonise les propriétés
catalytiques des métaux de transition, notamment le cuivre ayant une activité redox ce qui limite

I'aptitude a favoriser la formation des radicaux hydroxyle (OH-) (Powell, 2000).
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Conclusion
Le travail que nous avons mené est consacré a 1’étude de 1’effet du zinc sur 1’évolution du poids
corporel, le statut de zinc, I'activité d certaine enzymes a zinc ainsi que des aspects biochimiques
et parameétres de stress oxydatif chez des rats sains et diabétiques alimentés par un régime riche en
cuivre et calcium. Notre objectif était de savoir si la supplémentation du zinc sous la forme
minérale a un effet sur la prévention des deégats de l'excés de cuivre, de calcium et des
complications du diabéte. A la lumiere des résultats obtenus, on peut conclure que :

+ un supplement de cuivre ou de calcium dans I'alimentation est clairement influée sur le poids
corporel et la consommation alimentaire chez les rats sains et diabétiques mais le traitement par le
zinc a amélioré ces parameétres d'aspect physiologique.

La concentration du zinc dans le sérum et les différents organes (le foie, le rein, le testicule et le

pancréas) est diminuée en cas d'un supplément de cuivre ou de calcium dans la nourriture. Alors

que le traitement par le zinc a rétabli sa concentration presque au valeur normale.

. Pour l'activité de la phosphatase alcaline (PAL), l'aldolase, I'a-amylase et de lactate

déshydrogénase (LDH), l'excés de cuivre ou de calcium dans 1’alimentation a provoqué une
diminution de l'activité de ces enzymes dans I'état normale ou au cours de diabéte mais le

traitement par le zinc a amélioré 1’activité de ces enzymes.

L'excés de cuivre ou de calcium dans I'alimentation a induit des troubles dans le métabolisme

glucidique et lipidique traduisant par une hyperglycémie, une augmentation de la concentration
sérique des lipides, mais le traitement par le zinc a réduit ces troubles a I'états normale ou au cours
du diabéte.

En ce qui concerne le métabolisme protéique, I'excés de cuivre conduit a une diminution de la

concentration des proteines seriques accompagné d’une augmentation de la concentration sérique
de l'urée, la créatinine et l'acide urique. Alors que I'ajout du zinc joue un effet positif dans

I'amélioration de ces parameétres.

Pour l'activité des transaminases, l'excés de cuivre ou de calcium dans I’alimentation a

provoqué une augmentation de l'activité des transaminases (ASAT et ALAT) Par contre le

traitement par le zinc a réparé 1’activité de ces enzymes.

En ce qui concerne les parameétres de stress oxydatif, nos résultats montrent que I'excés de

cuivre dans la nourriture des rats diabétiques a provoqueé:

109



Conclusion et perspective

Une augmentation de taux de peroxydation lipidigue (MDA) et une diminution de la

concentration du glutathion réduit (GSH) ;

Mais le traitement par le zinc a protégé les cellules contre 1’attaque radicalaire en :

Diminuant le taux de peroxydation lipidiqgue (MDA) et augmentant la concentration du

glutathion réduit (GSH).

Enfin, nous pouvons dire que I'exces de cuivre ou de calcium a provoqué un état de carence en
zinc présentée par des serieux perturbations ; affecte le taux de croissance, le statut du zinc,
I'activité des enzymes a zinc, le metabolisme des glucides, lipides et protéines, le taux de ’'MDA
et le niveau du glutathion réduit notamment au cours de diabéte. Le traitement par le zinc a
diminué la sévérité de ces troubles, suggérant que le zinc exercent un effet antidiabétique et
antioxydant important contre I’hyperproduction des radicaux libres, ce qui contribue a la réduction

des complications de diabéte ou les maladies liée a I' exces de cuivre ou calcium,

PERSPECTIVES
Vu I’importance de ces résultats, il serait intéressant de poursuivre la recherche, en prenant
en considération les recommandations suivantes :
Doser d’autres paramétres du stress oxydant enzymatique notamment (le glutathion réductase,
catalase, GPx, SOD,....).
Doser de glycogéne et I'insuline au niveau tissulaire et sérique
Etudier I'effet de zinc au niveau d'’ADN génomique
Etudier I'effet de zinc sur l'activité des autres enzyme & zinc
Réaliser une étude invitro de I'effet de zinc sur I'absorption de cuivre et calcium

Réaliser une étude de I'effet préventif de zinc contre le développement de diabéte de type 2.
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Annexes

1. Fiches techniques « Spinreact » pour le dosage des parameétres biochimiques et des
enzymes sériques

1.1. Dosage des triglycérides

Echantillon : Sérum

1.1.1. Réactifs utilisés

Reactif (R1) GOOD pH 7.5 50 mmol/1
Tampon P-Chlorophenol 2 mmol /]
Lipoproteine lipase (LPL) 150000 U/]
Glycérol kinase (GK) 500 U/
Reactif (R2) Glycérol-3-oxidase (GPO) 2500 U/1
(enzymes) Peroxidase (POD) 440 U/1
4-Aminophenazone (4-AP) 0.1 mmol/]
ATP 0.1 mmol/]
Etalon Triglycenide aqueux primaire ( standard.) | 200 mg/dl '

Réactif de travail: dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1 et mélanger

legérement. Ce réactif (RT) est stable pendant 6 semaines a 2-8°C ou une semaine a 15-25°C.

1.1.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (RT) 1.0 1.0 1.0
(ml)
Etalon (ul) B 10 _
Echantillon (ul) _ _ 10

Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min a 37°C ou 10 min a 15-25°C. Lire les

absorbances des échantillons et de 1’étalon contre le blanc réactif a 505 nm. La

coloration finale est stable au moins 30 minutes.
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1.1.3. Calcul de la concentration

La concentration des triglycérides dans I'échantillon est calculée par la formule suivante :

Triglycérides (mg/dl) = Do[fg’ﬂ X Concentration de I'étalon (200mg/dl)
étalon

1.2. Dosage du cholestérol

Echantillon : Sérum

1.2.1. Réactifs utilisés

Reactif (R1) Pipes pH 6.9 90 mmol /]
Tampon Phéenol 26 mmol /1
Reéactif (R2) Cholestérol estérase. 300 U/
(enzymes) Cholesterol oxydase. 300 U/1

Peroxydase. 1250 U/]

4-Ammophenasone (4-AP) 0.4 mmeol/]
Etalon Cholesterol aqueux primaire ( standard ). 200 mg/dl

Réactif de travail : dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1 et mélanger

legérement. Ce réactif (RT) est stable pendant 4 mois a 2-8 °C ou 40 jours a 15-25 °C.

1.2.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (RT) (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) B 10 _
Echantillon (nl) _ _ 10

Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min a 37 °C ou 10 min a 15-25°C. Lire la densité

optique de I'échantillons et de 1’étalon contre le blanc réactif a 505 nm.

La coloration finale est stable au moins 60 minutes.

146



Annexes

1.2.3. Calcul de la concentration

La concentration du cholestérol dans I'échantillon est calculée par la formule suivante :

Cholestérol (mg/dl) = DODééhﬂ X Concentration de I'étalon (200mg/dl)
étalon

1.3. Dosage des protéines totales

Echantillon : Sérum

1.3.1. Réactifs utilisés

Reactif (R) Tartrate de potassium sodium 15 mumol /1
Iodure de sodium 100 mmol/]
Iodure de potassium Smmol/]

Sulfate de cuivre 19 mmol/]

Etalon Sénun Bovin Albumine 7 g/dl

1.3.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif (R) (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) _ 25 _
Echantillon (nl) _ B 25

Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min a 37 °C ou 10 min a 15-25°C. Lire les densités
optiques des échantillons et de 1’étalon contre le blanc a 540 nm. La couleur est stable pendant 30
min.

1.3.3. Calcul de la concentration

La concentration des protéines totales dans I'échantillon est calculée par la formule suivante :

Protéine totale (g/dl) = DOSCS& x Concentration de I étalon (7g/dl)
étalon
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1.4. Dosage d'urée

Echantillon : Sérum

1.4.1. Réactifs utilisés

Reéactif (R.1) Phosphate pH 6.7 50 mmol /]
Tampon EDTA 2 mmol /1
Salicylate de sodium 400 mmol/]
Nitroprusside de sodium 10 mmol/]
Reactif (R2) Hypochlorite de sodium (NaClO) 140 mmol/] |
NaCloO Hydroxyde de sodium 150 mmol/1
Reactuif (R3) Uréase 30000 U/
(enzymes)
Etalon Uree aqueux primaire ( standard ) 50 mg/dl

Réactif de travail : Dissoudre un comprimé de R3 dans un flacon de R1 et mélanger

legerement. Ce réactif (RT) est stable pendant 4 semaines a 2-8 °C ou 7 jours a 15-25 °C.

1.4.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Reéactif (RT) (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) B 10 B
Echantillon (ul) B B 10

Mélanger et incuber 5 minutes a 37°C.

Blanc Etalon Echantillon

Réactif (R2) (ml) 1.0 1.0 1.0

Mélanger et incuber 5 minutes a 37°C . Lire les densités optiques contre le blanc a 580 nm. La

coloration est stable pendant 30 minutes.
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1.4.3. Calcul de la concentration

La concentration de 1’urée est calculée selon la formule suivante :

, | DO seppans . ., i ,.
Urée (mg/dl) = —=autllon_ » Concentration de 1’étalon (50 mg/dl)

DO étalon

1.5. Dosage de créatinine

Echantillon : Sérum

1.5.1. Réactifs utilisés

Reéactif (R.1) Acide picrique 17.5 mmol/]
Reactif (R2) | Hydroxyde de sodium 0.29 mol/]
Etalon Créatinine aqueux (solution) 2 mg/dl

Réactif de travail : dissoudre le contenu de réactif 2 dans le flacon de réactif 1 et mélanger

Iégerement. Ce réactif (RT) est stable pendant 10 jours a 15-25 °C.

1.5.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Reactif (RT) (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) B 100 B
Echantillon (ul) B B 100

- Mélanger, déclencher le chronomeétre. Lire a 492 nm la densité optique (DO1) apres 30 secondes

et la densité optique (DO2) apres 90 secondes.

1.5.3. Calcul de la concentration

La concentration de la créatinine est calculée selon la formule suivante :

ADO ¢gehantillon — A DO planc
ADO étalon — ADO blanc

A DO= (DO»-DOy)

Creatinine (mg/dl) = X Concentration de 1’étalon (2 mg/dl)
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1.6. Dosage d'acide urique

Echantillon : Sérum

1.6.1. Réactifs utilisés

Réactif (R1) Phosphate pH 7.4 50 mmol /1 |
(Tampon) 2-4 Dichlorophenol sulfonate (DCPS) 4 mmol/l
Réactif (R2) Uricase . 60 U/ |
(Enzymes) Peroxydase(POD) 660 U/1
Ascorbate oxydase 200 UM
4-Aminophenasone (4-AP) 1 mmol/l
Etalon Acide urique aqueux 6 mg/dl

Réactif de travail : Mélanger un volume de réactif 1 avec un volume de réactif 2. Ce réactif

(RT) est stable pendant un mois a 2-8 °C ou 10 jours & 15-25 °C.
1.6.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Réactif de travail (RT) (ml) 1.0 1.0 1.0
Etalon (ul) B 25 _
Echantillon (pl) _ _ 25

Mélanger et incuber les tubes pendant 5 min a 37 °C ou 10 min a 15-25°C. Lire les densités
optiques des échantillons et de I’étalon contre le blanc a 520 nm. La couleur est stable pendant 30
min.

1.6.3. Calcul de la concentration

La concentration de 1’acide urique est calculée selon la formule suivante :

: : / DO ¢chantillon ' : )z /
Acide urique (mg/dl) = —=allon % Concentration de 1’étalon (6 mg/dl)

étalon
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1.7. Dosage de I'activité d'aspartate aminotransférase ASAT (TGO)

Echantillon : Sérum

1.7.1. Réactifs utilisés

| Réactif (R;) Tris pH 7.8 80 mmol/] |
(Tampon) L-Aspartate 200 mumol/]
Réactif (Rz) NADH 0.18 mmol/]
(substrat) Lactate déhydrogenase (LDH) 800 U/
Malate dehydrogenase (MDH) 600 U/
a-cétoglutarate 12 mmol/l

Réactif de travail (RT) : Dissoudre un comprimé de R2 dans un flacon de R1. Ce réactif est

stable pendant 21 jours a 2-8°C ou 72 heures a 15-25°C.

1.7.2. Mode opératoire

Reéactif de travail (ml) 1.0

Echantillon (pl) 100

Mélanger, incuber pendant une minute. Lire a 340 I’absorbance initiale et démarrer le

chronometre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la moyenne des

absorbances par minutes (A DO/min) pour I’utiliser dans les calculs.

1.7.3. Calcul de Pactivité
L’activité enzymatique d’aspartate aminotransférase est calculée par la formule

suivante:

ASAT (UIVL) = ADO/min x 1750
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1.8. Dosage de I'activité d'alanine aminotransférase ALAT (ALAT)

Echantillon : Sérum

1.8.1. Réactifs utilisés

R1 Trns pH 7.8 100 mmol/]
Tampon L- alanine 500 mmol/]
NADH 0.18 mmol/1
R2 . .
Lactate dehydrogenase (LDH) 1200 U/]
Substrat -
Oxoglutarate 15 mmol/].

Réactif de travail (RT) : Dissoudre le contenant du R2 dans le flacon de R1. Ce réactif est

stable pendant 2 jours a 2-8°C ou 72 heures a 15-25°C.

1.8.2. Mode opératoire

Réactif de travail (ml) 1.0

Echantillon (pl) 100

Me¢élanger, incuber pendant une minute a température ambiante et lire I’absorbance initiale a

340 nm. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la moyenne des absorbances par

minutes (A DO/min) pour I’utiliser dans les calculs.

1.8.3. Calcul de Pactivité

L’activité enzymatique d’alanine aminotransférase est calculée par la formule suivante :

ALAT (UIL) = ADO/min x 1750
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1.9. Dosage de I'activité de phosphatase alcaline (ALP)

Echantillon : Sérum

1.9.1. Réactifs utilisés

Réactif (R1) Diethanolamine (DEA) pH 10.4 1 mmol /1
(Tampon) Chlorure de magnésium 0.5 mmol /1
Réactif (R2) P-nmitrophenyl-phosphate (pNPP) 10 mmol/1
(Substrat)

Réactif de travail (RT): Dissoudre une tablette de réactif 2 (substrat) dans le tampon (réactif 1).

Ce réactif (RT) est stable pendant 21 jours a 2-8 °C ou 5 jours a 15-25 °C.

1.9.2. Mode opératoire

Réactif (RT) (ml)

Echantillon (ul)

+ Mélanger, incuber pendant une minute. Lire a 405 nm 1’absorbance initiale et démarrer le

chronometre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la moyenne des

absorbances par minutes (A DO/min) pour I’utiliser dans les calculs.

1.9.3. Calcul de Pactivité

Pour calculer I’activité enzymatique de PAL, on utilise la formule suivante :

PAL (UIVL) = ADO/min x 3300
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1.10. Dosage de I'activité de lactate déshydrogénase (LDH)

Echantillon : Sérum

1.10.1. Réactifs utilisés

Reactif (R1) (Tampon) Pyruvate 0.6 mmol /1
Imidazole 65 mmol /]
Réactif (R2) (Substrat) NADH 0.18 mmol/1

Réactif de travail (RT): Dissoudre le contenant du R2 dans le flacon de R1. Ce

réactif est stable pendant 2 jours a 2-8°C ou 12 heures a 15-25 °C.

1.10.2. Mode opératoire

25-30°C
Réactif (RT) (ml) 3.0
Echantillon (pul) 100

M¢élanger, et incuber pendant une minute. Lire a 340 nm 1’absorbance initiale et démarrer le

chronometre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la moyenne des

absorbances par minutes (A DO/min) pour I’utiliser dans les calculs.

1.10.3. Calcul de ’activité
Pour calculer I’activité enzymatique de LDH, on utilise la formule suivante :

LDH (UI/L) = ADO/min x 4925
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1.11. Dosage de I'activité de I'a-amylase

Echantillon : Sérum

1.11.1. Réactifs utilisés

Réactif (R)

Tampon MES pH 6.0
CNPG3;

Chloride de Sodium (NaCl)
Acétate de calcium
Thiocyanate de Potassium

Azoture de sodium

100 mmol /1]
2.25 mmol/1

350 mmol /]

6 mmol/]

900 mmol/l

0.95 g/l

1.11.2. Mode opératoire

Réactif (R) (ml)

Echantillon (ul)

1.0
20

+ Mélanger, incuber pendant une minute a 37°C. Lire a 405 nm 1’absorbance initiale et démarrer

le chronometre simultanément. Lire a nouveau apres 1, 2 et 3 minutes. Déterminer la moyenne des

absorbances par minutes (A DO/min) pour I’utiliser dans les calculs.

1.11.3. Calcul de Pactivité

Pour calculer I'activité enzymatique de I’

« -amylase, on utilise la formule suivante :

a-amylase (UVL) = A DO /min X 3954
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1.12. Dosage de I'activité de I'aldolase
Echantillon : Sérum
1.12.1. Réactifs utilisés

Tampon Collidine, pEL7.4 31 mmold]
Reéactif 1 (R1) Mhono-iodoacétate 0.27 mmol
F-1.6-DP 2.7 mmol/l
Reéactif 2 (R2) NADH 0.23 mmolA
GDH =326 mU/ml
Réactif 3 (R3) T =435 Uml
LDH =616 mU/ml
Sulfate Ammoniom >33%

1.12.2. Mode opératoire

Blanc Etalon Echantillon
Echantillon (ml) 0.2 0.2 0.2
Rl - 23 23
NaCl9%/1 (mD) 23 - -
R2 - 0.03 0.03
R3 - 0.01 0.01

+ Mélanger, incuber pendant 5 minute a 37°C. Lire a 340 nm 1’absorbanceAl contre le blanc et

démarrer le chronometre simultanément. Lire a nouveau aprés 20 minutes I'absorbance A2 contre

le blanc ..

1.13.3. Calcul de P’activité
Pour calculer I'activité enzymatique de l'aldolase, on utilise la formule suivante :
(Al - AD)

Aetivité de l'aldolase= % Cone. De atalon
(Al - Asf)- (A2 - Asf)

Aet : absorbace de I'étalon

156



Annexes

2. Préparation de réactif de Bradford

+ Dissoudre 100 mg de bleu de coomassie dans 50 ml d'éthanol (95%).

+ Agiter le mélange pendant 2 heures avec un agitateur a I’abri de la lumicre.

+ Ajouter 100 ml de I'acide orthophosphorique (H3PO4) (85%).

+ Compléter le volume jusqu'a 1 litre avec I'eau distillée.

+ Filtrer la solution obtenue avec un papier filtre.

Ce réactif est stable pendant 2 semaines a 4°C.

3.Courbes d’étalonnages

3.1. Courbe d’étalonnage pour le dosage du zinc

Abs

y=0.1621x+0.0731
R?=0.9729

0.7
0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

Zinc (ng/ml)

Figure : Courbe d'étalonnage du zinc.
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3.2. Courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines hépatiques

DO y =0.624x+ 0.0037
R?=0.9936

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
BSA (mg/ml)

Figure : Courbe d’étalonnage de BSA.
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