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Résumé

Les plantes médicinales représentent une source incontournable pour la découverte de
nouvelles molécules thérapeutiques, tres efficaces contre de nombreuses maladies. Dans ce
contexte nous nous sommes intéressés a 1’étude de Traganum nudatum connue sous le nom de

«Damrane» de la famille des Chénopodiacées, une plante réputée pour ces vertus curatives.

Ce travail porte sur la Contribution a la recherche de 1’effet des extraits de la plante
Traganum nudatum sur la captation du glucose par les coupes fines de tissu adipeux isolées
du rat Wistar selon le protocole adopté au niveau du laboratoire, antibiotiques, antifongiques,
physico-chimie, synthése et activiteé biologique.

L'effet a été analysé in vitro sur des coupes fines de tissu adipeux isolées des rats
Wistar normaux mises dans un milieu d'incubation normo-glycémique KRBA 4% glucosé
(19/1), et un autre milieu hyperglycémique KRBA 4% glucosé (3g/1) en présence de
différentes concentrations (10, 50, et 100 pU/ml) d'insuline, et (100, 200, 500 pg/ml) des
extraits bruts et de flavonoides, durant 30, 60, et 90 minutes d'incubation a 37° C.

Les résultats obtenus montrent une consommation basale de I'ordre de 0.1 g/1 dans le
milieu d'incubation (1g/1), et de 1’ordre de 0.2 g/l dans le milieu d'incubation (3g/l), pendant
60 minutes en présence des coupes fines de tissu adipeux.

De méme, la stimulation de la captation du glucose au niveau des coupes fines de tissu
adipeux a 100pUI/ml d'insuline est de 1’ordre de 0.39ug/ml (39%) dans le milieu d'incubation
(1g/1), et de 0.94 pg/ml (31.3%) dans le milieu d'incubation (3g/l), pendant 60 minutes. En
revanche, la dose de 500ug/ml des extraits bruts et de flavonoides, a donné la meilleure
captation du glucose, pour I’extrait brut elle est de I’ordre de 0.23pug/ml (23%) dans le milieu
d'incubation (1g/l), et de 0.62ug/ml (20.6%) dans le milieu d'incubation (3g/l), et pour
I’extrait de flavonoides elle est de 1’ordre de 0.24pg/ml (24%) dans le milieu d'incubation
(1g/l), et de 0.7ug/ml (23.3%) dans le milieu d'incubation (3g/l), pendant 60 minutes
d'incubation & 37°C.

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons dire que Traganum nudatum, a un effet sur
la captation du glucose par les coupes fines de tissu adipeux.

Les résultats obtenus montrent que nos extraits ont un effet insuline like sur la
captation de glucose dans les deux milieux d’incubations.

Mots clés :

Traganum nudatum, diabete de type 2, insuline, coupes fines de tissu adipeux, flavonoides.



Abstract

Medicinal plants represent an essential source for the discovery of new therapeutic
molecules, which are very effective against many diseases. In this context we were interested
in the study of Traganum nudatum known as "Damrane"” of the Chénopodiaceae family, a
plant known for its curative properties.

This work is a contribution to the research of the effect of Traganum nudatum extracts
on the glucose uptake by a thin sections of adipose tissue isolated from the Wistar rat
according to the protocol adopted at the laboratory level, antibiotics, antifungals, physico-
chemistry , Synthesis and biological activity.

The effect was analyzed in vitro on thin adipose tissue sections isolated from normal
Wistar rats placed in a normoglycemic incubates environnement KRBA 4% glucose (1 g/l)
and another KRBA 4% glucose hyperglycemic incubated environnement (3g/l), in the
attendance of different concentrations (10, 50, and 100 pU / ml) of insulin, and (100, 200, 500
pg/ml) of the crude extracts and flavonoids for 30, 60, and 90 minutes incubation at 37 ° C.

The results showed a basal consomation of 0.1 g / | in the environnement incubation
(1 g/l)and 0.2 g/ | in the environnement incubation (3 g/l) for 60 minutes in the attendance
of thin sections of adipose tissue.

Similarly, the stimulation of glucose uptake in the thin sections of adipose tissue at
100 pwlU/ml of insulin is of 0.39 pg/ml (39%) in the environnement incubation (1 g/l) , and
0.94 pg/ml (31.3%) in the environnement incubation (3 g / I) for 60 minutes. On the other
hand, the 500 pg / ml dose of the crude extracts and flavonoids gave the best glucose uptake,
for the crude extract is of 0.23 pg / ml (23%) in the environnement incubation (1 g/ 1), and
0.62 pg / ml (20.6%) in the environnement incubation (3 g/l), and for the flavonoid extract it
is 0.24 pg / ml (24%). In the environnement incubation (1 g/1), and 0.7 ug / ml (23.3) in the
environnement incubation (3 g/ I) for 60 minutes incubation at 37 ° C.

These results, showed that Traganum nudatum, has an effect on the glucose uptake by the

thin sections of adipose tissue.

The results obtained show that our extracts have an insulin-like effect on the glucose uptake in

the two environnement incubation.

Keywords : Traganum nudatum, type 2 diabetes, insulin, thin sections of adipose tissue,

flavonoids.
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1. Introduction :

Le glucose circule librement dans le sang a une concentration qui varie peu (entre 3,3
et 11 mM soit 0,8 et 1.2 g /L). Chez les individus sains, la glycémie est maintenue de maniere
stricte autour de cette valeur, grace a des mécanismes de régulation. En particulier, la
production de glucose endogéne s’adapte aux besoins énergétiques des tissus de 1’organisme,
Mais aussi aux apports exogeénes provenant de 1’alimentation. Lorsque ceux-Ci sont en exces,
se mettent en place des processus de stockage sous forme de glycogéne, au niveau hépatique
ou musculaire notamment, et de triglycerides, au niveau du tissu adipeux (Burcelin R et
Pénicaud L, 2003). Suite a un repas, il apparait une hyperglycémie dont I’amplitude est
influencée entre autres par la quantité et la nature des glucides ingéres, par les processus
digestifs et par les facteurs hormonaux (Paquot N et Scheen, 2003). Le déclenchement des
mécanismes de régulation implique une détection préalable des concentrations de glucose.
Les systemes de sensibilité a ce métabolite existent a plusieurs endroits stratégiques de

I’organisme (Burcelin R et Pénicaud L, 2003).

Les préedispositions génétiques et Le mode de vie des pays riches ou en voie de
développement entrainent une sédentarisation des personnes et une alimentation plus riche en
graisse et en sucre rapide, ceci induisant une augmentation des cas de diabetes ainsi qu’une
augmentation des pathologies cardio-vasculaires.

Selon le premier rapport mondial sur le diabéte de I’OMS, publié a ’occasion de la journée
mondiale de la santé, 422 millions d’adultes vivaient avec le diabete en 2014, principalement
dans les pays en développent. L’Organisation lance un appel pour mettre un terme a cette
recrudescence des cas de diabéte dans le monde et a mieux prendre en charge les patients
(OMS, 2014).

Le diabéte est une maladie métabolique chronique tres fréquente dans le monde entier, qui
possede de multiples causes, mais résultant d’un défaut de [’utilisation de I’insuline par
I’organisme ou d’une carence de production de cette méme hormone (American Diabetes

Association, 2015).

Cette carence ou ce défaut entraine une hyperglycémie, ce qui a de multiples conséquences
néfastes (OMS, 2014).

Il est traité par I’insuline et les antidiabétiques oraux qui peuvent causer des effets
secondaires graves. Pour cette raison et vu leur indisponibilité dans certains cas, les

diabétiques se soignent par les plantes medicinales.

1
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L’objectif de notre travail est 1’évaluation de la recherche sur la contribution des effets des
extraits de Traganum nudatum sur la captation du glucose par les coupes fines de tissu

adipeux isolé a partir du rat Wistar.
2. Homéostasie glucidique :

2.1. Le pancréas :

Est un organe dont la fonction est double, a la fois endocrine et exocrine. Le pancréas
exocrine est responsable de la sécrétion dans le duodénum d’un fluide alcalin contenant une
vingtaine d’enzymes digestives (trypsine et chymotrypsine par exemple). Au cceur du
pancréas exocring, les cellules endocrines sont regroupées autour des capillaires et forment les
Tlots de Langerhans qui ne représentent pas plus de 1 a 3% de la masse totale du pancréas. Les
flots de Langerhans sont constitués de quatre types cellulaires capables de sécréter des
hormones intervenant dans 1’homéostasie du glucose. Les cellules f majoritaires au sein de
I’ilot, possédent chacune en moyenne 10000 granules contenant I’insuline et sont
principalement situées au centre de I’ilot (Eliasson et al., 1997). Le r6le du pancréas
endocrine se situe dans le maintien de I’homéostasie du glucose. Il est capable de sécréter des
hormones hyper et hypoglycémiantes : 1’insuline, le glucagon, la somatostatine et le peptide
PP.

Un pancréas humain normal sécréte 40 a 50 unités d’insuline par jour (1UI= 6nM=
35ng/ml). Un taux d’insuline basale a jeune et environ 0.4 ng/ml (ou 69 pmol/l) permet de

maintenir 1’équilibre métabolique en dehors des repas (Marie-Luce GuillerminSpahr, 2004).

Apres une élévation aigué et transitoire de la concentration extracellulaire de glucose, le
niveau maximal de la sécrétion d’insuline (60,80 pu/ml de plasma) est atteint en quelques
minutes, le retour au taux basale se fait en 2 heures (Permulter L, Salan J L et Collin G,
2003).

2.2. L’insuline
2.2.1. Structure et métabolisme :

L'insuline est la seule hormone hypoglycémiante, a pour action principale de favoriser : le
stockage energétique du glucose, inhibition de la glycogénolyse, néoglucogenése a partir des
acides aminés et de la lipolyse; l'activation de la glycogénogénése, la lipogenese, la synthése
des protéines (Fernandez R J et al., 2001; Jansson P A et al., 2002).

L'insuline est une hormone peptidique sécretée par les cellules béta des ilots de
Langerhans (pancreas endocrine). Un polypeptide de taille plutét modeste, d'un poids

2
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moléculaire d'environ 6 kDa. Il est constitué de deux chaines polypeptidiques, la chaine A
(21 acides aminés) et la chaine B (30 acides aminés), reliées entre elles par deux ponts
disulfures qui relient la cystéine A7 et A20 de la chaine A a leurs homologues B7 et B19 de la
chaine B; en plus d'un pont disulfure intrachaine relie les acides aminés 6 et 11 de la chaine A
(Permulter L, Salan J L et Collin GO, 2003; Magnan C et Ktorza A, 2005).

\v’nl é
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S’

Insuline

Figure 01 : Schéma structurelle d'insuline (Raisonnier M, 2004).

2.2.2. Actions physiologiques de I'insuline

L'insuline stimule le processus anabolique et la mise en réserve de I'énergie. Elle agit
essentiellement sur trois organes cibles (foie, tissus adipeux, muscles), et sur le métabolisme
glucidique et lipidique des divers tissus périphériques. Son action métabolique générale
s'exerce en favorisant I'entrée de certains substrats dans les cellules et en agissant sur le
métabolisme cellulaire de ces substrats (Idelman S, 2000).

L’action intracellulaire de 1’insuline regroupe la stimulation du transport du glucose, des
acides aminés et la modulation de I’activité d’enzyme de métabolisme (Pinget M et Boullu S,

2002).

Elle agit a la fois au niveau hépatique en freinant la production du glucose (diminue la
néoglucogeneése et la glycogénolyse) et de stimuler leur stockage sous forme de glycogéne; au
niveau périphérique en stimulant I'utilisation du glucose par les tissus insulinodépendants

(foie, tissus adipeux, muscles).
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Elle stimule la captation du glucose dans le muscle squelettique et le tissu adipeux, en
favorisant leur stockage sous forme de glycogéne et de triglycéride (Perlemuter L, Salan J L
et Collin G, 2003; Zierath J R etKawano Y, 2003). Il favorise la lipogenése et inhibe la
lipolyse dans les adipocytes (Pinget M etBoullu S; 2002).

L'entrée du glucose dans la cellule en suivant son gradient de concentration est assurée par
les transporteurs (GLUTS) qui différent selon leur localisation dans l'organisme (Joost H G
et Thorens B, 2001), ils sont une famille de 14 protéines structurellement apparentées
(GLUT1-14). lIs sont codés par des génes distincts et distribuées dans les différents organes
(Augustin 2010; Thorens and Mueckler 2010; Rao, Shashidhar et al., 2013).

Parmi Ces transporteurs ; GLUTL1 : proche de la membrane plasmique; assure
principalement le transport basal du glucose.
GLUT2: est majoritairement exprimé dans les cellules B du pancréas et au niveau du foie et
de l'intestin.
GLUTS3: participe au transport du glucose au niveau des neurones (Minokoshi Y, Kahn C R
etKahn B B, 2003).
GLUT4: est intracytoplasmique, représente le principal « systeme » de transport du glucose
recruté a la surface des cellules musculaires et adipeuses (Bryant N J, Govers R et James D
E, 2002; Permulter L, Salan J L et Collin G, 2003).
En absence d'insuline, seuls les transporteurs GLUT1, présents sur la membrane des cellules
musculaires et adipeuses, assurent I'entrée du glucose nécessaire au métabolisme cellulaire
(Antonescu C N et al., 2008; Vassilopoulos S et al., 2010).

2.2.3. Régulation de I'insulinosécrétion:

La sécrétion d'insuline est contr6lée par différents substrats comme le glucose, les acides
aminés (arginine, leucine, lysine), les acides gras, les corps cétoniques, et les ions. C'est
I'augmentation des niveaux plasmatiques de ces substrats qui stimule la libération d'insuline.
Certaines hormones peuvent aussi agir sur la libération d'insuline. Ainsi, le glucagon,
I'adrénaline, I'normone de croissance et les glucocorticoides, lesquels a I'opposé de l'insuline
ont des actions hyperglycémiants, réduisent la libération d'insuline (Capeau J, 2003; Baudin,
2001).
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Le mécanisme de sécrétion de cette hormone est lorsque la glycémie s'éleve fait,
schématiquement intervenir une augmentation de l'utilisation de glucose par la cellule béta-
pancréatique.

Les molécules de glucose pénétrent dans les cellules £ par diffusion passive, mais
facilitée par l'existence d'un transporteur membranaire spécifique appelé GLUT2 (Marie-
Luce Guillermin Spahr, 2004), une production accrue d'ATP et une diminution du rapport
ADP/ATP conduisant a la fermeture des canaux K* ATP-dépendants. Cela entraine une
dépolarisation cellulaire qui permet l'ouverture des canaux Ca®** dépendant du voltage
(Maechier P et Wollheim C B, 2000; Henquin J C, 2004). L'augmentation massive de la
concentration cytosolique de Ca®* est, en définitive, le déclencheur de I'exocytose des grains
de sécrétion d'insuline (Nagazaki M, et al., 2001; Ferré P, 2005). (Voir figure 02).
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Figure 02 : Sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques (Annicotte J S ,2004).
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2.2.4. Voies de signalisation de I’insuline :

L'effet de l'insuline résulte de sa liaison a un récepteur membranaire spécifique
exprimé en priorité sur ses trois tissus cibles, le foie, le muscle et le tissu adipeux.

Ce récepteur est une protéine tétramérique formée de deux sous unités o
extracellulaires et deux sous unités B transmembranaires contenant le domaine tyrosine
kinase.

La liaison de I’insuline a son récepteur provoque une autophosphorylation de la sous-
unité béta sur un certain nombre de tyrosines. Il s’en suit une phosphorylation de protéines
IRS et I’activation de deux voies de signalisation. La voie du phosphatidylinositol 3-kinase
(P1-3K) et la voie des MAPK qui permettent la translocation de GLUT4 vers la membrane
plasmatique. (Tatulian SA. Structural Dynamics of InsulinReceptor and
TransmembraneSignaling. Biochemistry. 2015;54(36):5523-32) (Thurmond D C et
Pessin J E, 2001). (Somwar R, Perreault M et al, 2000)

and fuion . GLUT4 / IRAP
process a GLUT4 9 GLUTI

D Transferrin Receptor

Figure 03 : Translocation de transporteur du glucose (GLUT4) sous l'influence de l'insuline
(Ducluzeau P H et ai, 2002).

3. Tissu adipeux :

Le tissu adipeux est un tissu conjonctif lache composé de plusieurs types cellulaires et
de matrice extracellulaire (MEC) (fibres de collagene, entre autres) (Ahima and Flier 2000),
présent en grande quantité chez les mammiferes, est surtout connu pour ces deux principaux

roles :
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% La capacité de stocker les réserves de 1’organisme sous forme de triglycérides dans des
cellules hautement spécialisées, les adipocytes.

% Secrétoire et endocrine: la sécrétion des molécules biologiquement actives,
collectivement appelées ‘‘adipokines’” et d’autres hormones dont les principales sont : la
leptine, 1’adiponectine (la protéine la plus produite) I’angiotensinogene, 1’ interlukine-6 (IL-6)

et 'inhibiteur de 1’activation du plasminogene (Ritchie, 2004).

Les adipocytes, principales cellules composant le tissu adipeux, sont les seules cellules qui
sont spécialisées et parfaitement adaptées pour accumuler les lipides sans compromettre leur
intégrité fonctionnelle grace a leur machinerie enzymatique appropriée (Fonseca-Alaniz et
al., 2007). Il existe deux types de tissu adipeux qui sont fondamentalement différents par leur
distribution, leurs fonctions et leur histologie : le tissu adipeux brun et le tissu adipeux blanc.

3.1. Tissu adipeux blanc :

Le tissu adipeux blanc est le tissu adipeux prédominant chez les mammiferes. Il
représente entre 9 et 18 % du poids corporel chez un homme sain et entre 14 et 28% chez une
femme saine (Hausman D. B. et al., 2001). La distribution du tissu adipeux blanc varie selon
les espéces. Bien que le tissu adipeux blanc ne participe pas activement a la thermogeneése,
son effet isolant et sa distribution a travers le corps va contribuer a conserver la chaleur
corporelle. 1l existe des variations importantes entre les différents dépdts de tissu adipeux
blanc au niveau de leur structure, de leur composition, de leur métabolisme ainsi que de

I’impact qu’ils ont sur les organes environnants (Kirkland et al., 1996).

3.1.1 Les adipocytes du tissu adipeux blanc : sont les cellules différenciées qui possedent la
machinerie cellulaire nécessaire a I’accumulation des lipides. Leur taille peut varier, mais elle
peut atteindre plus de 100 fois celle d’un globule rouge, soit de 60 a 100 um en moyenne, et
méme atteindre plus de 120 um chez les personnes obeéses. Les gouttelettes lipidiques
contenues dans la cellule peuvent atteindre 85 a 90 % de la masse cellulaire, repoussant les
autres constituants du cytosol (organelles, noyau) au pourtour de la cellule. Dans le tissu
adipeux, chacun des adipocytes est a proximité de capillaires. Le tissu adipeux est doté d’une

grande plasticité qui lui est unique. (Hauner 2004).

Pour assurer ’homéostasie glucidique en fonction de 1’apport et des dépenses énergétiques, il
doit pouvoir s’adapter facilement. Ainsi, en présence d’une balance énergétique positive,

I’énergie supplémentaire peut étre accumulée sous forme de triglycérides dans les cellules
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adipeuses existantes (lipogenése), qu’ils ont la capacité d’exprimer et de réguler le

transporteur de glucose dépendant a I’insuline GLUT4 (Hauner 2004).

3.2. Le tissu adipeux brun : joue un rdle important dans la régulation de la thermogenése
grace a la grande quantité de thermogénine que 1’on y retrouve. Cette protéine, situé¢e dans la
membrane interne des mitochondries, agit a titre de canal a protons. Elle permet d’éliminer la
différence de potentiel a la membrane, empéchant ainsi la production d’ATP (adénosine
triphosphate) par 1’ATPase. L’énergie résiduelle est alors libérée sous forme de chaleur
(Cannon and Nedergaard 2004). La grande quantité de mitochondries dans la cellule peut
étre a ’origine de leur couleur brunatre. Les adipocytes composant le tissu adipeux brun ont
un diameétre variant entre 30 et 40 um, contiennent plusieurs gouttelettes lipidiques de tailles
variées et ont un cytoplasme relativement abondant (Fonseca-Alaniz et al., 2007).

Les humains, tout comme les rongeurs, possédent des dép6ts de tissu adipeux brun. Trés
localisés, on les retrouve chez les feetus et les nouveau-nés, dans les régions axillaires,
cervicales, périrénales et surrénales (Cannon and Nedergaard 2004). Bien que le tissu
adipeux brun soit présent tout au long de la vie du rongeur, on croyait traditionnellement que
les dépots chez I’humain s’atrophiaient au cours des premicres années de vie de I’enfant,
jusqu’a devenir négligeables a 1’age adulte (Gesta et al., 2007). Cependant, 1’utilisation de la
tomographie a émission de positrons au fluorodéoxyglucose (FDG PET) en oncologie a
permis de mettre en évidence la persistance de dépdts de gras brun chez 1’adulte.
(Nedergaard et al. 2007). L’intérét envers ce tissu est grandissant car ce dernier pourrait
devenir une cible dans 1’élaboration d’un traitement contre 1’obésité en tirant profit de la
dépense énergétique qu’il entraine, puisqu’il a été démontré que I’activité du gras brun peut

étre stimulée chez I’humain (Ouellet et al.,. 2012, van Marken Lichtenbelt et al., 2009).
4. Diabetes : Syndrome métabolique

Il y a seulement 20ans, il n’existait aucun consensus sur la définition du diabéte et chaque
école avait ses propres criteres de diagnostic, largement discordants (Velleron et al., 1975) les
criteres de diagnostic du diabéte, élaborés de 1990 a 1995 par des comites internationaux
(WHO, 1980 ; 1985) ont permis 1’essor de 1’épidémiologie du diabéte de type 2 sur une base

standardisée.

La glycémie est le parametre central dans le diabéte sucré ; c’est le taux de glucose

dans le sang (Ménat, 2005). Un individu est diabétique quand sa glycémie a jeun est
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supérieure ou égale a 1.26g/l. On distingue quatre types de diabéte sucré suivant la cause de la

maladie (étiologie) dont les plus répandus sont le diabete de type 1 et 2 (OMS, 2016).

Les diabetes sucrés (types 1 et 2) touchent 422 millions de personnes, selon les
données de I’Organisation Mondiale de la Santé, dont le diabéte de type 2 (DT2) représente
85 a 95 % de tous les diabétes dans les pays industrialisés (Thierry M et Harry D, 2010).

La Fédeération Internationale du Diabete prévoit 642 millions de diabétiques d'ici 2040 avec
de grandes disparités géographiques (FID 2016).

Une classification du diabéte a été proposée par 1'American Diabetes Association (ADA)
comporte :

Le diabéte de type 1: ou diabéete insulinodépendant (DID), (10% des diabétiques), fait
habituellement son apparition pendant 1’enfance ou au début de 1’adolescence (Cerasi E et
ktorza A, 2007). Il résulte un déficit primaire en général absolu, en insuline d0 a la
destruction auto-immune des cellules et une forme idiopathique plus rare. Le déclenchement
du processus auto-immune de destruction des cellules B est contr6lé par des facteurs

génétiques et environnementaux (Rodier M, 2001 ; Portha B, 2003).

L’hyperglycémie apparait lorsqu’il ne reste plus que 10 a 20% de cellules  fonctionnelles. Le
pancréas produit alors peu ou pas du tout d’insuline, ce qui nécessite un traitement a vie par

injection d’insuline (Mohamed H et al., 2002 ; Zalloua P et al., 2002).

Le diabete de type 2 (non insulinodépendant, DNID) : est plus fréquent, et compte pour 90-
95 % des diabétiques (ADA, 2014). 1l se caractérise par une insulinorésistance et souvent un
déficit relatif de la sécrétion de I’insuline par les cellules  pancréatiques (ADA, 2014).
L’hyperglycémie détectée est la résultante de la diminution de I’utilisation du glucose par les
tissus périphériques, notamment le muscle (Shulman, 2000 ; Shulman et al., 1990), et une
augmentation de la production hépatique du glucose par le foie (Virally et al., 2007). Le taux
des acides gras est aussi €leveé, a cause de la lipolyse accentuée, (Roden et al., 1996 ; Kovacs
et Stumvoll, 2005).

D’autre part des facteurs génétiques et environnementaux sont aussi a 1’origine du DT2
(Barroso, 2005). De plus la prédisposition génétique est souvent trés forte, mais les
mécanismes responsables sont complexes et souvent non complétement bien définis (ADA,
2014).
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Figure 04 : Pathophysiologie de I’hyperglycémie et augmentation des acides gras dans le

diabete de type 2. (Stumvoll et al., 2005).

L’action normale de I’insuline produite par le pancréas, s’exprime par la diminution de
la production hépatique du glucose, I’augmentation de 1’utilisation du glucose par le muscle
squelettique, et la suppression de la libération des acides gras par le tissu adipeux. Les
différents facteurs responsables de la pathogénése du diabete de type 2, montrés dans la figure
1 affectent a la fois la sécrétion de I’insuline et 1’action de I’insuline. La diminution de la
sécrétion de I’insuline, diminue aussi I’effet biologique de I’insuline dans les tissus cibles.
L’insulinorésistance affecte la cascade de I’expression de I’insuline, en augmentant le taux
des acides gras libres et en provoquant I’hyperglycémie caractéristique du diabéte sucré. A

leur tour les taux élevés des acides gras et du glucose agissent négativement sur la sécrétion

de I’insuline et I’action de I’insuline (Stumvoll et al., 2005).
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Les complications dues au diabéte :

IIs sont de deux types : des complications aigués qui sont trés répandues chez le type
1, et d’autres chroniques qui se trouvent surtout chez le diabéte de type 2 (Capet et al.,
1999).

Les complications métaboliques aigués du diabetes sont présentées par des accidents
hypoglycémiques et trois complications hyperglycémiques du diabéte : acidocétose
diabétique, syndrome d’hyperglycémie hyperosmolaire (anciennement coma hyperosmolaire)

et acidose lactique ( Orban et Ichai, 2008 ).

Les complications chroniques induisent des altérations de grandes fonctions vitales.
Celles-ci sont dues a I'nyperglycémie et donc aussi fréquentes dans les deux types de diabete.
On les décrit habituellement comme complications microvasculaires (rétinopathie,
néphropathie, neuropathie) et macrovasculaires (artériopathie et coronaropathie). Ces
pathologies participent a la surmortalité liée au diabéte (Vinik A I et al., 2003; Manuel D G
et Schultz S E, 2004).

Traitement du diabéte :

Plusieurs thérapeutiques sont a la disposition : un régime alimentaire bien équilibré et une
activité physique qui améliore I’hémoglobine glyquée et la composition corporelle. En dehors
du régime, le traitement du diabete repose sur 'insuline, les antidiabétiques oraux ou

I’association des deux (ciangura Cécile 2010).

Le diabéte de type 2 nécessite une prise en charge médicamenteuse et cela par l'intervention

des antidiabétiques oraux qui sont classés selon leur mode d'action en trois catégories:

11
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Tableau 01 : les antidiabétiques oraux

Agents antidiabétiques

Exemples

Mode d’action

Les sulfonylurées

Glibenclamide

Augmentation de la sécrétion pancréatique

Gliburide de I’insuline (Vicent et al., 1995.
Glimepiride DeFronzo, 1999).
Tolbutamide
Les biguanides Metformine -Inhibition de la production hépatique du
glucose.
-Inhibition de [’absorption intestinale du
glucose.
-Effet possible sur le métabolisme lipidique
(Stumvoll et al., 1995. DeFronzo, 1999.
Tiikkainen et al., 2004. Orban et al.,
2006).
Les inhibiteurs des Acarbose Inhibition de 1’absorption intestinale du

a-glucosidases

glucose.
L'alpha-glucosidase est une enzyme de

I'intestin gréle, leur inhibition ralentit la
digestion des glucides et diminue leur
absorption, aboutissant a une baisse de la
glycémie post-prandiale. Il existe peu
d'effets secondaires et peu de contre-
indications pour ces molécules (Delgado H
et ai, 2002; Rosak C, Haupt E et ai,
2002), (Krentz and Bailey 2005).

Les thiazolidinediones

Rosiglitazone

Amélioration de I’action de I’insuline via
I’activation des PPARy qui est un récepteur
nucléaire exprimeé fortement dans le tissu
adipeux (Elte et Blickle, 2007), (Krentz,
Bailey et al. 2000).

Les inhibiteurs des DPP-4
(Gliptines)

Sitagliptine
Vildagliptine

Diminution du taux du glucagon
Augmentation de la sécrétion de I’insuline
(Ahren, 2007).

12
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5. Phytothérapie :

Selon le rapport de I’'OMS, 80 % de la population mondiale utilise les plantes
médicinales pour se traiter de diverses maladies. Ce taux remarquablement éleve, peut étre
expliqué par Defficacité thérapeutique de ces remedes naturels prouvée au sein de la
population, et aussi par leur disponibilité et leur faible colt. Cette pratiqgue médicale trés
ancienne, qui est fondée sur 1’utilisation d’extraits de plantes et de principes actifs naturels est
connue sous le nom de la phytothérapie (Schlienger, 2014).

Une des remarquables applications de la phytothérapie, est 'utilisation des plantes
médicinales pour le traitement du diabéte sucré. Ainsi plusieurs plantes sont utilisées par la
population pour maintenir un taux de glucose sanguin dans les normes. Cette pratique a
fasciné des chercheurs pour entreprendre des expériences afin de comprendre le mécanisme
d’action de ces remedes naturels et d’en tirer les principes actifs.

Une référence classique est a I’origine de 1’émergence de plusieurs études réalisées sur
I’activité antidiabétique des plantes médicinales, une étude reporte I’existence de 1123
especes douées d’un pouvoir antidiabétique, appartenant a 725 genres et 183 familles, les
familles les plus citées sont les Chénopodiacées, Fabacées, les Astéracées, les Lamiacées, les
Liliacées, les Poaceées, et les Euphorbiacées (Marles et Farnsworth, 1995).

En effet, cette étude a aussi trouvé que parmi ces plantes utilisées traditionnellement pour le
traitement du diabete sucré, il y en a celles qui ont été testées expérimentalement, et 81%
d’entre elles ont montré des résultats positifs, ce qui les a mené a constater que ces remedes
naturels représentent une source potentielle pour des nouveaux médicaments antidiabétiques
(Marles et Farnsworth, 1995).

En Afrique 185 espéces sont aujourd’hui utilisées par la population contre le diabéte
sucreé (Mohammed et al., 2014).

Ainsi, les chercheurs et les scientifiques se sont vivement intéressés, a étudier ces
plantes médicinales populaires a fin d’une part de prouver et de reproduire leur activité
antidiabétique dans les conditions du laboratoire et d’autre part de cerner le (s) principe(s)
actif(s), et d’expliquer son (leur) mécanisme d’action, dans un but de trouver de nouveaux
médicaments antidiabétiques plus efficaces et avec peu d’effets secondaires, ainsi plusieurs

sites d’actions ont été proposés (Figure 05).
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Figure 05 : Les différents sites d’actions de plantes médicinales utilisées pour le traitement
du diabéte sucré (Hui et al., 2009).

Le premier but dans le traitement du diabéte sucré est la diminution du taux du glucose dans
le sang. Pour atteindre ce but, les plantes peuvent agir selon trois modalités. La premiére
consiste a la diminution de I’apport du glucose dans le sang, et cela est possible soit par
I’inhibition de la production hépatique du glucose (origine endogéne du glucose), soit par la
diminution de I’absorption intestinale du glucose (origine exogéne du glucose).

La deuxiéme modalité consiste a une augmentation de 1’utilisation du glucose par les tissus
périphériques notamment le muscle. Enfin la troisiéme concerne la stimulation de la sécrétion
de I’insuline (Hui et al., 2009).

6. Principes actifs des plantes :

Le principe actif c’est une molécule contenu dans une drogue végétale ou dans une
préparation a base de drogue végétale et utilisé pour la fabrication des médicaments (PELT,
1980). Cette molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour I'nomme
ou l'animale, elle est issue de plantes fraiches ou séchées, nous pouvons citer comme des
parties utilisées: les racines, écorces, sommités fleuries, feuilles, fleurs, fruits, ou encore les
graines (BENGHANOU, 2012). Les plantes contiennent des métabolites secondaires peuvent
étre considerées comme des substances indirectement essentiels a la vie des plantes par contre

aux métabolites primaires qu'ils sont les principales dans le développement et la croissance de
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la plante, les métabolites secondaires participent a I'adaptation de la plante avec
I'environnement, ainsi a la tolérance contre les chocs (lumiere UV, les insectes nocifs,
variation de la température ...) (SARNI-MANCHADO et CHEYNIER, 2006). Ces
composés sont des composés phénoliques, des terpenes et stéroides et des composés azotés
dont les alcaloides.

Les recherches sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont trés poussees en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les
activités  antiallergique,  anti-atherogenique,  anti-inflammatoire,  hépatoprotective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoire (MIDDLETON et al., 2000 ; KSOURI et al., 2007).

Flavonoides:

Les flavonoides sont des pigments quasi universels des végétaux, souvent
responsables de la coloration des fleurs et des fruits. Ils existent le plus souvent a 1’état naturel
sous forme d’hétérosides : les flavonosides. Ils sont trés largement répandus dans le regne
végétal (les fruits, les légumes, les graines ou encore les racines des plantes) (FIORUCCI,
2006). Les familles les plus riches en flavonoides sont : Fabacées, Chénopodiacées,
Myrtacées et Polygonacées (GHESTEM et al ., 2001).TOUS les flavonoides (plus de 6000
structures) possédent le méme élément structural de base : le noyau flavane constitué de deux
noyaux aromatique A et B et d’un hétérocycle oxygéné central C (BRUNETON, 1999 ;
REYNAUD et LUSSIGNOL, 2005).

Figure 06 : squelette de base des flavonoides selon (BRUNETON et al., 1999)
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a)Propriétés physico-chimiques :

a.1l) Propriétés physiques

Les flavonoides sont des solides cristallisés (HARBONE, 1964). lls possedent un spectre
d’absorption dans ’ultraviolet avec généralement deux maximums caractéristiques variant
avec chaque type flavonique et permettant leur identification (BRUNETON, 1999).

a.2) Propriétés chimiques :

Les flavonoides sont solubles dans 1’eau surtout a chaud, I’alcool et dans les autres solvants
apolaires. Les genines sont peu solubles dans les solutions alcalines (ammoniaque ou potasse)
en donnant une coloration jaune qui disparait par addition d’acide (BRUNETON,

1999).
b) Propriétés biologiques :

Les flavonoides, ces composés jouent un réle trés important dans le traitement du
diabéte , de la goutte des inflammations, des hépatites, des tumeurs, de 1’hypertension
(quercétine), des thromboses (flavonols), des allergies et des affections bactériennes et viraux
(anti-HIV) , et peuvent empéchés les dommages oxydatifs par différentes mécanismes
d’actions (HODEK et al., 2002) ;(ANDERSON et al ., 1996 ; COWAN, 1999 ; YAO et al .,
2004).

D’autres part, les citroflavonoides (flavonoides provenant de divers Citrus) et la fragilité
capillaire (insuffisance veino-lymphatique, crise hémorroidaire) (HENNEBELLE et al .,
2004).
7. Plante étudiée : Traganum nudatum Delil

7.1. Taxonomie :
Régne : végétal
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiosperme
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Apétale
Ordre :Centrospermales
Famille : Chénopodiacées
Genre : Traganum

Espece : nudatum
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7.2. Noms de la plante :
Nom Francais : Traganum Dénudé
Nom Arabe : &) el

Nom latin : Traganum nudatum

7.3. Description botanique :

Traganum nudatum est un feuillu vivace de la famille Chénopodiacées, sa hauteur est
de 15-40 cm mais elle peut atteindre 1m, des tiges dérivantes, les branches de couleur blanche
les feuilles ovale en alternation. La plante présente des chardons jaunes courbées vers le bas et
se termine par une chevelure en coton qui couvre les fleurons et les nouvelles tiges aprés la
disparition des feuilles (Boumlik, 1995). La floraison de produit durant le printemps en

formant de modestes fleurs (Haba, 2002).

Figure 07: Traganum nudatum (Boumlik, 1995).

7.4. Répartition géographique et habitat :

Traganum nudatum est une plante endémique désertique qui pousse dans les régions
sableuses. Elle recouvre une grande surface des wilayas d’Ouargla, El-Oued, Ghardaia et

Tebessa au nord centre du Sahara (Boumlik, 1995).
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7.5. Les utilisations curatives du Traganum nudatum :
De diverses maladies sont traitées par cette plante, citons:

e Traitement du diabéte (Bouallala et al., 2014 ; Alia Telli et al., 2015)
e Traitement des plaies et les maladies cutanées

e Traitement des hémorroides

e Traitement des différentes formes du rhumatisme.

e Traitement des maux du dos particulierement les lombalgies.

e Traitement des diarrhées et les exténuations.

e Traitement des otites.

Le mélange de la plante avec le henné et une matiére savonneuse est utilise pour le

traitement des blessures et les tuméfactions cutanés (Boumlik, 1995)
7.6. Etudes chimiques antérieures :

Les renseignements recensés de cette plante sont tres maigres malgré son utilisation

dans la médecine traditionnelle particulierement dans le Sahara Algérien.

Deux études ont été menées a 1’évaluation antioxydante et antimicrobienne de
différentes extraits aqueux et organiques, et en révélé un bon effet antiradicalaire comparé a
celui du tocophérol et de 1’acide ascorbique et une sensibilité de bactérie a Gram positif

meilleure que les bactéries de Gram négatif (Labed B., Kalla A., 2012).
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Matériel et méthodes
I- Analyse phytochimique
1. Matériel végétal :

La plante (Traganum nudatum) a été récoltée durant le mois de Novembre 2016 dans la

région d’Ain Sefra, Wilaya de Nadma, Sud-Ouest algerien.

Au laboratoire, la partie aérienne de la plante a été mise a sécher a I’ombre et a température
ambiante pendant plusieurs jours, ensuite elle a été broyée finement, la poudre végétale ainsi
récupérée a été stockée soigneusement dans un endroit bien aéré, a température ambiante et a

I’abri de la lumiére.

2. Préparation des extraits
2.1 Préparation des extraits bruts ¢> Extraction Solide-liquide”’
2.1.1 Macération

10g de poudre végétale ont été macérés a température ambiante pendant 72h dans
100ml de solution aqueuse de méthanol a 80/20 v /v sous agitation. Les mélanges sont filtrés
puis évaporés a I’aide d’un évaporateur rotatif sous pression réduite a une température 60°C

afin d’obtenir des extraits secs (Harborne et al., 1998).

2.2 Extraction liquide-liquide des flavonoides

Les résidus secs obtenus par évaporation des filtrats hydrométhanoliques, sont
partagés entre 10ml d’acétate d’éthyle et le méme volume d’eau distillée dans une ampoule a
décanter. Aprées agitation et décantation des deux phases, la phase organique d’acétate
d’éthyle est récupérée et la phase aqueuse est a nouveau partagée avec 10 ml d’acétate
d’¢éthyle. La phase d’acétate d’éthyle est récupérée, additionnée a la précédente et séchée par
un évaporateur rotatif sous pression réduite a 60°C. La figure 09 résume les étapes de
fractionnement de I’extrait brut. La série d’extractions permet d’obtenir : 1’extrait brut
hydrométhanolique (EB), la fraction d’acétate d’éthyle (EAcC). Les extraits sont conservés

jusqu’a utilisation.
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Ampoule a décanter

Phase organique

Phase aqueuse

Statif

Figure 08 : Montage du dispositif d’extraction liquide-liquide
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10g de poudre végétale

Macération hydrométhanolique 100 ml (72h)

Filtration

Extrait brut hydrométhanolique (EB)

Evaporation a 60°C

Extraction par 10 ml d’Acétate d’éthyle x2

Agitation et décantation
y

v v

Phase Acétate d’éthyle (EAc) Phase aqueuse

v v

Analyses phytochimiques par | | Analyses biologiques par
Chromatographie sur couche | |I’évaluation de I’effet de I’extrait sur

mince.

la captation du glucose par le tissu

adipeux.

Figure 09: Procédure de I’extraction des composés phénoliques et des
flavonoides et analyses phytochimiques et biologique

3. Chromatographie sur couche mince
La chromatographie sur couche mince est une méthode de séparation des composés qui
permet d’analyser la complexité d’un mélange.
Principe :

La chromatographie sur couche mince repose sur les phénomenes d’adsorption,
d’interactions et de polarité. Un mélange de composés est placé sur un support solide (phase
stationnaire) qui est plongé dans un solvant (phase mobile) qui, par capillarité, se déplace le
long de la phase stationnaire. La phase mobile va entrainer les composés qui migreront a une

hauteur variant en fonction de leur affinité pour la phase stationnaire et la phase mobile.
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On peut ainsi caractériser les composeés selon leur Rf (Rapport frontal : rapport de la distance

de migration du compose par rapport a celle du solvant).

Dans le but de procéder a un fractionnement de nos extraits : brut et acétate d’éthyle
nous nous somme basés sur la CCM comme technique d’analyse qualitative afin de nous
informer sur la composition éventuelle des extraits de la partie aérienne de la plante

Traganum nudatum en utilisant certains étalons comme la quercétine et la catéchine.

Matériel et mode opératoire :

La mise en ceuvre d’'une CCM nécessite plusieurs étapes :

e Choix de la phase stationnaire : gel de silice fluorescent;
e Activation de la plaque dans 1’étuve a 120°C pendant 20min ;
e Choix de la phase mobile ;
» Systeme 1: CHCI3/MeOH (9/1) (Cloroforme/Méthanol)
> Systeme 2: CHCI3/MeOH/H20 (60/25/0.2) (Chloroforme/Méthanol/Eau)
> Systéme 3: CHCI3/MeOH/EtOAc/H20 (15/20/15/0.05)
(Chloroforme/Méthanol/Acétate d’éthyle)
> Systeme 4: EtOAc/MeOH/H20 (45/45/10), (20/2.7/0.8) (Acétate
d’éthyle/Méthanol/Eau)
» BAW : (10/8/2), (5/0.3/3), (60/15/25) (Butanol/Acide acétique/Eau)
e Saturation de la cuve par les solvants d’¢lution ;
e Dépots d’échantillon (extrait brut ; extrait acétate d’éthyle) en petits spots;
e Introduction de la plaque dans la cuve saturée ;
e Suivre le développement du chromatogramme jusqu’a I’arrivé du solvant au front
supérieur ;
e Révélation : lampe UV (longueurs d’ondes £ = 365 nm) ;
e Délimitation des taches colorées a 1’aide d’un crayon ;

e Calcul pour chaque constituant le rapport frontal Rf :

Distance parcourue par le constituant

Rf

" Distance parcourue par le front de l'éluant

Remarque : les standards utilisés : la quercétine, la catéchine.
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I1- Analyse biologique

Notre étude expérimentale réalisée au sein du laboratoire « Antibiotique,
Antifongique, Synthése et Activité Biologique » du département de biologie.
L’objectif de notre travail est de rechercher et d’évaluer I’effet des extraits préparés de

la plante Traganum nudatum sur la captation du glucose par des coupes fines de tissu adipeux.

1. Les animaux et élevage :

Dans ce travail, nous avons utilisé des rats blancs (Rattus norvegicus) variété Wistar de sexe
femelle &gé de 3 a 5mois ayant un poids de 170 a 250 g.

Les rats sont maintenus dans les conditions favorables d'élevage (au niveau de I'animalerie
du département de biologie, faculté des sciences, université Abou Bekr Belkaid Tlemcen) ;
température (25 a 30°C), taux d'humidité entre 60 et 70% et une photopériode de 12 heures le
jour et 12 heures la nuit.

Ces animaux sont nourris avec un aliment complet sous forme de granulés fabriqués par
I'O.N.A.B. Remchi Wilaya Tlemcen. Il est composé de mais, tourteaux de soja, issus de
meunerie, plus un complexe minéralo- vitaminiques.

L'eau et I'aliment leur sont fournis ad libitum.

2. Préparation du milieu d'incubation KRBA :

KRBA (Krebs-Ringer Bicarbonaté Albuminé) est constitué des solutions méres isotoniques
au sérum, qui va étre utilisé comme milieu d'incubation pour les coupes de tissu adipeux
isolees.

Ce milieu est préparé a partir du KRB (Krebs-Ringer Bicarbonaté) a pH 7.4 et de I'albumine
Bovine.

Le pH de KRBA est ajusté a 7.4 par 10mM d’Hepes.
Le KRB est conservé a 4°C.

Tableau 2 : préparation du KRB

Solutions Concentration (g/l) | Concentration Volume nécessaire
isotoniques au (mM) (ml)

sérum

Na ClI 7 120

CaCl2 0.19 1.3

KCl 0.375 48 1000 ml
KH2PO4 0.16 1.2

MgSO4 0.295 1.2

NaHCO3 2.01 24
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On preépare a partir du KRBA 4%; le KRBA 4% glucosé a 1g/1 et 3g/I.

Le KRBA 4% est utilise comme milieu d'incubation de nos coupes de tissu adipeux, tandis
que le KRBA 1% est utilisé juste pour le lavage.

3. Isolement des adipocytes de rats
3.1. Les rats et dissection

Nous avons utilisé 05 rats Wistar agés de 5 mois ayant un poids moyen de 175 g (misent a
jeun pendant 16h).

s sont sacrifiés par dislocation cervicale et disséqués.

4. Récuperation de tissu adipeux et lavage

Le tissu adipeux épididymal et surrénale est rapidement prélevé, déposé dans une boite de
pétri en polyéthyléne contenant du sérum physiologique (NaCl 9%o), nettoyé des vaisseaux
sanguins et caillot de sang et puis pesé et découpé en petits morceaux sous forme de coupes
tres fines.

Les coupes sont lavées 2 a 3 fois avec le KRBA 1%.

5. Viabilité et numération cellulaire :

Le but de cette opération est de vérifier 1’état des cellules ainsi que le nombre des cellules
vivantes par ml de suspension et par g de tissu adipeux.

Elle est réalisée directement par comptage au microscope optique, a I’aide d’une cellule de
Thoma, avec une suspension cellulaire et colorée par le bleu de trypan 0.2%. Ce dernier
colore les cellules non viables.

6. Incubation des adipocytes

Les coupes sont mises a incuber dans différents intervalles de temps (30min, 60min et
90min) a 37°C sous agitation dans des boites de culture cellulaire en polyéthyléne.

Dans chaque puits, nous avons une masse définie de coupes de tissu (0.2g) avec 1.5 ml de
KRBA 4% contenant du glucose (1g/1) et (3g /1).

Des différentes concentrations d'insuline et des extraits sont ajoutées aux puits

expérimentaux.
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Isolement et incubation des adipocytes :

Récupération du tissu adipeux apres dissection

y

Mettre le TA dans une boite de pétri + eau physiologique (NaCl 9%o)

Afin de le nettoyer des vaisseaux et des caillots sanguins

|

Lavage 3 fois avec KRBA 1%
‘l, Centrifugation 500 t /min pendant 5min

Récupération du surnageant : TA et découpage en coupes fines

|

Préparation de la plaque d’incubation de 24 puits

Puits expérimentaux :

O
O
O

Milieu d’incubation en présence
de 2 extraits (brut et
flavonoique a différentes
concentrations finales des 500, 200,
100 pg /ml pour 1g/1 et 3g/I.

Puits témoins :
T1:1.5ml KRBA 4% (Glucoseé 1g/1).
T2 : 1.5 ml KRBA 4%(Glucosé 3g/l)

+ SC.

T3 : 1.5ml KRBA 4% (Glucosé 197
T4 : 1.5 ml KRBA 4%(Glucose 3g/l)

+ SC.

t &— Milieu d’incubation en
Jprésence d’insuline a différentes
concentration 10, 50, 100pUIl/ml
pour 1g/l et 3g/l.

OO00000O
O 00000
OO00000O

O
<0
O

Incubation pendant 90min a 37°C sous agitation 47 t/min
Préléevement de 500l de chaque puits a 30, 60, 90 min
Centrifugation 2000 t/min pendant 5min

Dosage enzymatique du glucose restant dans le milieu d’incubation

Figure 10: schéma récapitulatif du mode opératoire de I’incubation des adipocytes
(Rodbell, 1964)
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Remarques
L'insuline utilisée est une solution d'insuline humaine bio synthétique a 100UIl/ml (Actrapide).
Quatre témoins sont utilisés
> Le milieu d'incubation KRBA 4% contenant du glucose 19/l est incubé en absence des
coupes de tissu adipeux et de I'insuline (T1).
> Le milieu d'incubation KRBA 4% contenant du glucose 3¢/l est incubé en absence des
coupes de tissu adipeux et de I'insuline (T2).
> Le milieu d'incubation KRBA 4% contenant du glucose 3¢/l est incubé en présence
des coupes de tissu adipeux (T3).
> Le milieu d'incubation KRBA 4% contenant du glucose 3¢/l est incubé en présence

des coupes de tissu adipeux (T4).

7. Prélevement des puits

Aprés chaque intervalle de temps proposé (30min, 60min et 120min) l'incubation
est stoppée, on préléve rapidement a partir de chaque puits 500ul puis on centrifuge pour
récupérer 10 pl du surnageant pour le dosage de glucose restant dans le milieu

d'incubation.

8. Dosage enzymatique du glucose

Le dosage du glucose restant dans les milieux d'incubation precédemment préleves
se fait a I'aide d'un Kit de dosage enzymatique selon la méthode de Trinder (1969).
Le dosage de glucose est fait en triplicates a chaque temps d'incubation.
Principe

En présence de glucose-oxydase (GOD), le glucose est oxydé en acide gluconique
et peroxyde d'hydrogéne. Ce dernier, en présence de peroxyde (POD) et phénol, oxyde un
chromogéne (4-aminoantipyrine) incolore en un colorant rouge a structure quinoneimie.
L'intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration de glucose.

GOD
* Glucose + O,+H,0 ==>» Gluconate + H,0,
POD

* 2H,0, + Amino-4 antipyrine + phénol == monoaminobenzoquinone-4-phenazone+
4H,0
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Methode de dosage
Blanc Etalon Sérum
Solution du travail 1 ml 1 ml 1 ml
10pl 10 pl

On mélange, et on attend 20 mn a température ambiante. Puis on lit la densité optique de
dosage a 505nm (DOD) contre la densité optique de I'étalon (DOE).

Calcul:

Taux de glucose = (Do D/DO0 E) x lg/I

Les teneurs en glucose sont exprimées en g/l.

I11. Analyse statistique :

Les calculs statistiques sont souvent utiles aux biologistes pour la détermination des
valeurs normales ou plus exactement des valeurs de référence. Comme pour I'évaluation de
précision et I'exactitude d'analyse.

1. La moyenne :

2. L'erreur standard de la moyenne (SEM) :

& o o Z:(x—;‘)2
= vn-1 n(n—1) '

27



Matériel et Méthodes

3. Test de Student :
Dans les études biologiques il est important de savoir si deux échantillons d'individus
ou encore deux ou plusieurs series de résultats d'expériences ou d'observations doivent étre

considérés comme réellement différents. Ce test a pour but de comparer deux moyennes :

Pour comparer les deux moyennes on applique le teste de Student, & v degrés de liberté qui
dépend de la taille de I'échantillon:

v=dll=n+n,~2

Si le t calculé ou expérimentale est plus élevé que tv de la table de Student, la
différence entre les moyennes des deux échantillons est significative (Schwartz D, 1992 ;
Amotte M, 1971).

La valeur de «t» nous donne le degreé de signification «p» lu sur la table de Student. La
différence entre deux moyennes est:

Peu significative : P < 0.05 (*);
Significative : P <0.01 (**) ;

Tres significative : P <0.001 (***) ;
Hautement Significative : P <0.0001 (****).
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I- Analyse phytochimique :
1- Analyses chromatographique (CCM) :
Les principaux résultats de 1’analyse chromatographique des différents extraits préparés a

partir de Traganum nudatum sont représentés dans le tableau n°3. Plusieurs systéemes éluant

ont été utilisés, dont certains ont permis la separation de quelques taches.

Les systemes CHCI3 /MeOH /EtOAC/H,0 (15/20/15/0.05), EtOAC/MeOH/H20
(45/45/10) (20/2.7/0.8), ont permis une bonne séparation :

» Le premier systtme CHCI3 /MeOH /EtOAC/H,0 aux proportions (15/20/15/0.05)
a révéle 6 taches pour I’extrait brut (TN mac) et 3 taches pour I’extrait acétate
d’éthyle.

» Le deuxiéme systeme EtOAC/MeOH/H,0 aux proportions (45/45/10) a permis la
séparation de 2 taches dans ’extrait brut (TN mac) et 2 taches pour I’extrait acétate
d’éthyle, et autre proportion aux (20/2.7/0.8) a permis la séparation de 3 taches dans

I’extrait brut (TN mac) et 5 taches pour I’extrait acétate d’éthyle.

Tableau 03 : Analyse chromatographique (CCM) des différents extraits TN

Rf Rf standards
Systeme
(v Iv) TNmac | TNmac | QU Caté
ETOAC
o 0 0.48 0.75
i 0.27 0.57 0
2—; 0.38 0.95
§ (15/20/15/0.05) 0.58
8 % 0.67
5 E 0.82
0.65 0.51 0.71 0.93
(45/45/10) 0.78 0.61
2 (2012.710.8) 0 006 | 08 | o068
T 0.08 0.11
2
= 0.15 0.16
g 0.45
i 0.76
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CHCI3 : Chloroforme
Caté : Catéchine
Qu : Quercétine.

Rf : Rapport frontal
EtOAC : Acétate d’éthyle
MeOH : Méthanol

I1- Analyse biologique :
1- Viabilité et numération cellulaires :

L’observation des adipocytes a 1’aide d’un microscope optique et une cellule de Thoma nous

a permis de noter que plus de 10 millions de cellules par 1g de tissu adipeux sont vivantes.
2- Captation du glucose par les coupes fines de tissu adipeux :

Etude réalisée in vitro, sur des coupes fines de tissu adipeux a partir des rats Wistrar

femelles.

L’effet de la captation ou consommation du glucose par les coupes fines de tissu adipeux a été
évalué¢ en absence ou en présence d’insuline (témoin positif), et des extraits bruts et

flavonoiques a différentes concentrations.
3- Consommation basale du glucose :

Tableau 04 : Concentration du glucose restant en présence et en absence des coupes fines de

tissu adipeux :

Témoins [Glucose restant dans le milieu d’incubation g/1]
30minutes 60minutes 90minutes
T1 0.96 0.95 0.93
T2 2.93 2.89 2.87
T3 0.92 0.90 0.95
T4 2.83 2.8 2.84
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Figure 11 : représente la concentration de glucose restant dans le milieu d’incubation
(KRBA 4% avec 1g/l du glucose : état physiologique normal en absence et en présence des
coupes fines de tissu adipeux incubées dans différents intervalles de temps 30, 60 et 90
minutes. Ces essais nous ont permis de vérifier 1’état métabolique de nos cellules isolées et

leur bon fonctionnement.

0,9 -
0,8 -
0,7 -

S 06 -

05 - =Tl

& 04 -
0,3 -
02 -
0,1 -

[glucose

mT3

30 60 90

Temps (minutes)

Figure 11 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/1 du glucose
en absence et en présence des coupes fines de tissu adipeux.

1) Solution tampon KRBA 4% + Glucose 1g/l en absence des coupes fines de tissu
adipeux (temoin 1 « T1 »).

2) Solution tampon KRBA 4% + Glucose 1g/l en présence des coupes fines de tissu
adipeux (témoin 3 « T3»).

Peu significative P<0.05 (*)
Significative P<0.01 (**)
Trés significative :  P<0.001 (***).

Les résultats obtenus (figure 11) montrent une diminution significative a 30 minutes,
tres significative a 60 minutes, et peu significative a 90 minutes du glucose restant dans le
milieu d’incubation en présence des coupes fines de tissu adipeux par rapport au témoin
(milieu d’incubation avec 1g/l du glucose en absence des coupes fines de tissu adipeux),
ce qui montre que nos cellules sont en bon état métabolique, et que nos coupes fines de
tissu adipeux ont une consommation basale du glucose relativement importante a 60
minutes, qui est de 1’ordre de 0.1g/I
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Figure 12 : représente la concentration de glucose restant dans le milieu d’incubation
(KRBA 4% avec 3¢/l du glucose : état d’hyperglycémie), en absence et en présence des
coupes fines de tissu adipeux incubées dans différentes intervalles de temps 30, 60 et 90

minutes. Ces essais nous ont permis de Vvérifier 1’état métabolique de nos cellules isolées et
leur bon fonctionnement.

2,5 -

mT2
T4

[glucose g/1]
=
w
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Figure 12 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3¢/l du glucose
en absence et en présence des coupes fines de tissu adipeux.

1) Solution tampon KRBA 4% + Glucose 3¢/l en absence des coupes fines de tissu
adipeux (témoin 2 « T2 »).

2) Solution tampon KRBA 4% + Glucose 13g/l en présence des coupes fines de tissu
adipeux (témoin 4 « T4»).

Significative P<0.01 (**)
Tres significative :  P<0.001 (***).

Les resultats obtenus (figures 12) montrent une diminution significative a 30
minutes, tres significative a 60 minutes, et significative a 90 minutes du glucose restant
dans le milieu d’incubation en présence des coupes fines de tissu adipeux par rapport au
témoin (milieu d’incubation avec 3g/l du glucose en absence des coupes fines de tissu
adipeux), ce qui montre que nos cellules sont en bon état métabolique, et que nos coupes
fines de tissu adipeux ont une consommation basale du glucose relativement importante a

60 minutes, qui est de I’ordre de 0.2g/l du glucose dans le milieu d’incubation avec 3¢/l
du glucose.
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4-Effet d’insuline sur la captation du glucose par les coupes fines de tissu adipeux :
A- la concentration de 1g/l de glucose dans le milieu d’incubation :

Tableau 05 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation en présence des
coupes fines du tissu adipeux et de différentes concentrations d’insuline (Glucose 1 g/1) :

Insuline
(LUl/ml) [Glucose restant dans le milieu d’incubation (g/1)]
30min 60min 90min
10 0.79 0.70 0.80
50 0.74 0.65 0.75
100 0.68 0.61 0.70

Les figures 13, 14, 15 qui suivent représentent l’effet de I’insuline a différentes
concentrations sur la consommation du glucose dans le milieu d’incubation 1g/1 en fonction
du temps (30minutes, 60minutes, 90minutes) par rapport au témoin.
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Figure 13 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’insuline pendant 30 minutes.

Hautement significative P<0.0001 (****). 30%, 60@, 90®® minutes

33



Résultats et discussion

0,9 -
0,8 -

* * % %
* % * *

*
*
*
*

=07 -
o

206 -
0,5 -
04 -
03 -
0,2 -
01 -

[glucos

T3 10uUl/ml 50uUl/mi 100pUl/ml

Figure 14 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’insuline pendant 60 minutes

Hautement significative P<0.0001 (****).
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Figure 15 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’insuline pendant 90minutes.

Hautement significative P<0.0001 (****).

Les résultats obtenus (figures 13, 14, 15) montrent qu’en présence d’insuline & 10, 50, 100
pUI/ml la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (1g/l) est hautement
significative, ce qui confirme que 1’insuline active la pénétration du glucose dans les
adipocytes.
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Nous remarquons que I’augmentation de la captation du glucose est maximale a la
concentration 100 pUI/ml d’environ 39% a 60 minutes par rapport au milieu témoin
(contenant des adipocytes incubés avec 1g/l du glucose en absence d’insuline).

B- la concentration de 3g/l de glucose dans le milieu d’incubation :

Tableau 06 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation en présence des
coupes fine du tissu adipeux et de différentes concentrations d’insuline (Glucose 3 g/1) :

Insuline [Glucose restant dans le  milieu
(LUl/ml) d’incubation (g/1)]
30min 60min 90min
10 2.32 2.2 2.46
50 2.23 2.12 2.28
100 2.16 2.06 2.19

Les figures 16, 17, 18 qui suivent représentent ’effet de I’insuline a différentes
concentrations sur la consommation du glucose dans le milieu d’incubation 3g/l en fonction
du temps (30minutes, 60minutes, 90minutes) par rapport au témoin.
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Figure 16 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3¢/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’insuline pendant 30minutes.

Hautement significative : P<0.0001 (****).
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Figure 17 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’insuline pendant 60minutes.

Tres significative :  P<0.001 (***).

Hautement significative P<0.0001 (****).
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Figure 18 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’insuline pendant 90 minutes.

Significative : P<0.01 (**)

Hautement significative P<0.0001 (****).
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Les résultats obtenus (figures 16, 17, 18) montrent qu’en présence d’insuline & 30
minutes : & 10, 50, 100 uUI/ml la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (3g/1)
est hautement significative (figurel6).

Par contre a 60 minutes a 10et 50 pUI/ml la consommation du glucose dans le milieu
d’incubation (3g/l) est trés significative, et a 100pUI/ml est hautement significative
(figurel?).

Au temps 90 minutes la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (3g/l) a
10pUI/ml est significative, et hautement significative 50, 100 pUl/ml (figurel8).

Nous remarquons que 1’augmentation de la captation du glucose est maximale a la
concentration 100 pUI/ml d’environ 31.3% a 60 minutes par rapport au milieu témoin
(contenant des adipocytes incubés avec 3g/l du glucose en absence d’insuline).

5-Effet de I’extrait brut sur la captation du glucose par les coupes fines de tissu
adipeux :

A- la concentration de 1g/1 de glucose dans le milieu d’incubation :

Tableau 07 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation en présence des
coupes fines du tissu adipeux et de différentes concentrations de 1’extrait brut (Glucose 1 g/1) :

Extrait [Glucose restant dans le milieu
brut d’incubation (g/1)]
(Hg/ml)
30min 60min 90min
100 0.88 0.83 0.9
200 0.86 0.81 0.88
500 0.81 0.77 0.85

Les figures 19, 20, 21 qui suivent représentent 1’effet de 1’extrait brut a différentes
concentration sur la consommation du glucose dans le milieu d’incubation 1g/1 en fonction de
temps (30 minutes, 60 minutes, 90 minutes) par rapport au témoin.
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Figure 19 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/l du glucose
en présence de différentes concentrations de 1’extrait brut pendant 30 minutes.

Peu significative P<0.05 (*)

Significative : P<0.01 (**).

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 -

100ug/ml 200pg/ml 500ug/ml

[glucoe g/1]

Figure 20 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/l du glucose
en présence de différentes concentrations de 1’extrait brut pendant 60 minutes.

Peu significative : P<0.05 (*)

Tres significative :  P<0.001 (***).
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Figure 21 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/1 du glucose
en présence de différentes concentrations de 1’extrait brut pendant 90 minutes.

Significative : P<0.01 (**).

Les résultats obtenus (figures 19, 20, 21) montrent qu’en présence de I’extrait brut pendant
30 minutes la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (1g/1) @ 200 pg/ml est
peu significative, et a 500 pg/ml est significative (figurel9).

Par contre a 60 minutes la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (1g/l) a
100 et 200 pg/ml est peu significative, et a 500ug/ml est trés significative (figure20).

Au temps 90 minutes la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (1g/l) a 500
pag/ml est significative (figure21).

Nous remarquons que 1’augmentation de la captation du glucose est maximale a la
concentration 500 pg/ml d’environ 23% a 60 minutes par rapport au milieu témoin (contenant
des adipocytes incubés avec 1g/l du glucose en absence de I’extrait brut).
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B- La concentration de 3g/l de glucose dans le milieu d’incubation :

Tableau 08: Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation en présence des
coupes fines du tissu adipeux et de différentes concentrations de 1’extrait brut (Glucose 3 g/1) :

Extrait [Glucose restant dans le milieu
brut d’incubation (g/1)]
(Hg/ml)
30min 60min 90min
100 2.67 2.51 2.7
200 2.64 2.46 2.67
500 2.44 2.38 2.59

Les figures 22, 23, 24 qui suivent représentent 1’effet de 1’extrait brut a différentes
concentrations sur la consommation du glucose dans le milieu d’incubation 3g/1 en fonction
du temps (30minutes, 60minutes, 90minutes) par rapport au témoin.
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Figure 22 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3g/l du glucose
en présence de différentes concentrations de 1’extrait brut pendant 30 minutes.

Significative : P<0.01 (**)

Hautement significative P<0.0001 (****).
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Figure 23 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3g/l du glucose
en présence de différentes concentrations de 1’extrait brut pendant 60 minutes.

Significative : P<0.01 (**)

Trés significative :  P<0.001 (***).
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Figure 24 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3g/l du glucose
en présence de différentes concentrations de 1’extrait brut pendant 90 minutes.

Significative : P<0.01 (**).
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Les résultats obtenus (figures 22, 23, 24) montrent qu’en présence de I’extrait brut pendant
30 minutes la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (3g/l) & 100 pg/ml est
hautement significative, et a 200 et 500 pg/ml est significative (figure22).

Par contre a 60 minutes la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (3g/l) a
100 et 200 pg/ml est significative, et a 500pug/ml est tres significative (figure23).

Au temps 90 minutes la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (3g/l) a 200
pg/ml est significative (figure24).

Nous remarquons que 1’augmentation de la captation du glucose est maximale a la
concentration 500 pg/ml d’environ 20.6% a 60 minutes par rapport au milieu témoin
(contenant des adipocytes incubés avec 3g/l du glucose en absence de I’extrait brut).

6- Effet de I’extrait flavonoique sur la captation du glucose par les coupes fines de tissu
adipeux :

A- la concentration de 1g/1 de glucose dans le milieu d’incubation :

Tableau 09 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation en présence des
coupes fine du tissu adipeux et de différentes concentrations de I’extrait flavonoique
(Glucose 1 g/l) :

Extrait [Glucose restant dans le milieu
flavonoique d’incubation (g/1)]
(Hg/ml)
30min 60min 90min
100 0.86 0.82 0.91
200 0.83 0.79 0.85
500 0.77 0.76 0.85

Les figures 25, 26, 27 qui suivent représentent 1’effet de 1’extrait flavonoique a différentes
concentrations sur la consommation du glucose dans le milieu d’incubation 1g/1 en fonction
de temps (30 minutes, 60 minutes, 90 minutes) par rapport au témoin.
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Figure 25 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’extrait flavonoique pendant 30 minutes.

Peu significative P<0.05 (*)
Significative : P<0.01 (**)

Hautement significative P<0.0001 (****).
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Figure 26 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’extrait de flavonoique pendant 60 minutes.

Peu significative P<0.05 (*)
Significative : P<0.01 (**)

43



Résultats et discussion

0,9 -
0,8 -
0,7 -

0,5 -

lucose g/I

o 0,4 -
0,3 -

0,1 -

T3 100ug/ml 200ug/ml 500ug/ml

Figure 27 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 1g/1 du glucose
en présence de différentes concentrations d’extrait flavonoique pendant 90 minutes.

Peu significative P<0.05 (*)

Les résultats obtenus (figures 25, 26, 27) montrent qu’en présence de 1’extrait flavonoique
pendant 30 minutes la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (1g/l) a 100
pg/ml est peu significative, a 200 pg/ml est significative, et a 500 pg/ml est hautement
significative (figure25).

Par contre a 60 minutes la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (1g/1) a
100 pg/ml est peu significative, et a 200 et 500ug/ml est significative (figure26).

Au temps 90 minutes la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (1g/l) a 200
et 500 pg/ml est peu significative (figure27).

Nous remarquons que 1’augmentation de la captation du glucose est maximale a la
concentration 500 pug/ml d’environ 24% a 60 minutes par rapport au milieu témoin (contenant
des adipocytes incubés avec 1g/l du glucose en absence de 1’extrait flavonoique).
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B- la concentration de 3g/l de glucose dans le milieu d’incubation :

Tableau 10 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation en présence des
coupes fines du tissu adipeux en et de différentes concentrations de 1’extrait flavonoique
(Glucose 3 g/l) :

Extrait [Glucose restant dans le milieu
flavonoique d’incubation (g/1)]
(Hg/ml)
30min 60min 90min
100 2.68 2.48 2.75
200 2.58 2.41 2.64
500 2.42 2.30 2.52

Les figures 28, 29, 30 qui suivent représentent 1’effet de ’extrait flavonoique a différentes
concentrations sur la consommation du glucose dans le milieu d’incubation 3g/l en fonction
de temps (30 minutes, 60 minutes, 90 minutes) par rapport au témoin.
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Figure 28 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’extrait flavonoique pendant 30 minutes.

Peu significative P<0.05 (*)

Hautement significative P<0.0001 (****).
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Figure 29 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3g/l du glucose
en présence de différentes concentrations d’extraits flavonoique pendant 60 minutes.

Significative : P<0.01 (**)

Hautement significative P<0.0001 (****).
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Figure 30 : Concentration du glucose restant dans le milieu d’incubation avec 3g/l du glucose
en presence de différentes concentrations de 1’extrait flavonoique pendant 90 minutes.

Peu significative P<0.05 (*)
Significative : P<0.01 (**).
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Les résultats obtenus (figures 28, 29, 30) montrent qu’en présence de I’extrait flavonoique
pendant 30 minutes la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (3g/1) a 100 et
200ug/ml est peu significative, et a 500 pg/ml est hautement significative (figure28).

Par contre a 60 minutes la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (3g/1) a
100 et 200 pg/ml hautement significative et 500ug/ml est significative (figure29).

Au temps 90 minutes la consommation du glucose dans le milieu d’incubation (3g/1) a
100 pg/ml est peu significative, et a 200 et 500 pg/ml est significative (figure30).

Nous remarquons que 1’augmentation de la captation du glucose est maximale a la
concentration 500 pg/ml d’environ 23.3% a 60 minutes par rapport au milieu témoin
(contenant des adipocytes incubés avec 3g/l du glucose en absence de 1’extrait flavonoique).

7- Comparaison entre I’effet de I’extrait brut, ’extrait flavonoique, et I’effet de

P’insuline :

Les figures 31, 32, qui suivent représentent la comparaison entre I’effet de 1’extrait brut,
I’extrait flavonoique, et I’effet de I’insuline dans les deux milieux d’incubations de 1 g/l et
3¢9/l a 30, 60, et 90 minutes

e ©o
© O K

o
N

mT3

o
o))

H insuline100pU/ml

o
[

M Extrait brut500ug/ml

o
>

H Extrait flavonoique500ug/ml

o
w

[glucose restant g/1]

o
[}

o
JEEN

o

30 60 90

Temps (minutes)

Figure 31 : Comparaison entre I’effet de 1’extrait brut, 1’extrait flavonoique, et I’effet de
I’insuline dans le milieu d’incubation de 1 g/l a 30, 60, et 90 minutes.
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Figure 32 : Comparaison entre 1’effet de 1’extrait brut, 1’extrait flavonoique, et I’effet de
I’insuline dans le milieu d’incubation de 3 g/l a 30, 60, et 90 minutes.

En comparant nos deux extraits, on a pu noter que 1’extrait flavonoique a un effet 1égérement
meilleur que I’extrait brut.

La comparaison des résultats de nos extraits a celles de I’insuline nous a permis de constater
que les flavonoides de Traganum nudadum activent la captation du glucose par les adipocytes
dans les milieux d’incubation utilisés (1g/l et 3g/l). Nous pouvons remarquer également que
les résultats obtenus pour la dose 500ug/ml de I’extrait flavonoique, se rapprochent de celle
obtenus avec la dose 100pUI/ml de I’insuline.

En conclusion, I’extrait brut et flavonoique ont un effet maximal sur la captation du
glucose au niveau des coupes fines de tissu adipeux a 500ug/ml a 60minutes d’incubation
dans les milieux d’incubations utilisés (1g/l et 3g/l). Les résultats obtenus montrent que nos
extraits ont probablement un effet insuline like sur la captation de glucose dans les deux

milieux d’incubations.
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Discussion :

Dans plusieurs laboratoires a travers le monde, les travaux sur les plantes médicinales
représentent un domaine de recherche de grande importance, et ceci gréace a la richesse de ces
remédes naturels en molécules thérapeutiques, qui peuvent étre a 1’origine de nouveaux
médicaments pour de nombreuses maladies.

Ainsi, plusieurs activités biologiques ont été prouvées pour les plantes médicinales, comme
I’activité anticancéreuse (Pezzuto, 1997 ; Cai et al., 2004 ; Shah et al., 2013), I’activité
antifongique (Svetaz et al., 2010) et I’activité antibactérienne (Essawi et Srour, 2000; Hara-
Kudo et al., 2004). Nous nous sommes intéressés a 1’activité antidiabétique, et cela a cause de
I’ampleur que prend le diabéte sucré comme maladie a I’échelle mondiale. Ce fléau impose
I’accentuation des travaux de recherche, pour la découverte de nouvelles solutions

thérapeutiques efficaces et moins couteuses.

Le nombre des plantes connues par leur activité antidiabétique est trés important, nous avons
choisi Traganum nudatum, qui est une espéce, du genre Traganum, de la famille des
chénopodiacées, connue sous le nom vernaculaire de «Damrane», plusieurs activités
biologiques ont été étudiées par les scientifiques. Ainsi les activités antioxydante et
antimicrobienne (Labed B et al.,Kalla A., 2012). Ce travail porte sur la contribution a la
recherche des effets des extraits de la plante Traganum nudatum sur la captation du glucose

par les coupes fines de tissu adipeux isolées du rat Wistar.

L'étude a été analysé in vitro sur des coupes fines de tissu adipeux isolées des rats Wistar
femelles dans deux milieux d’incubation (1 et 3g/l), différents extraits ont été testés : extrait

brut et flavonoique.

Dans notre étude I’identification des flavonoides par chromatographie sur couche mince a
révélé la présence de 6 taches pour I’extrait brut (TN mac) et 3 taches pour I’extrait acétate
d’éthyle en utilisant le premier systeme A : CHCI3/MeOH /EtOAc/H20 (15/20/15/0.05), et
de 2 taches dans I’extrait brut (TN mac) et 2 taches pour I’extrait acétate d’éthyle apres
I’utilisation du systéeme B : EtOAC/MeOH/H20 aux proportions (45/45/10), et de 3 taches
dans D’extrait brut (TN mac) et 5 taches pour I’extrait acétate d’éthyle aux proportions
(20/2.710.8).

La CCM des extraits enrichis en flavonoides, a révélé la présence de trois flavonoides de Rf

différents, et ce résultat semble bien corrélé avec les données bibliographiques, Ben Salah et
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ces collaborateurs ont réussi a isoler et & identifier trois flavonoides de la partie aérienne de H.
scoparia, et qui sont tous des flavonols triglycosides (Ben Salah et al., 2002). En revanche
une ¢tude récente a aussi confirmé la présence dans les parties aériennes de la plante d’un

autre type de flavonoides, une flavone, le chrysoériol (Chao et al., 2013).

A la lumiere de certains travaux qui ont été réalisés au niveau de notre laboratoire nous
représentons les résultats suivants :

Une étude réalisée par Mejdoub H, 2013, sur la plante Zygophyllum geslini de la famille des
chénopodiacées a noté que I’extrait aqueux brut de la partie aérienne est doué¢ d’une activité
antidiabétique trés remarquable. Cet extrait diminue 1’hyperglycémie chronique provoquée
par la streptozotocine et améliore les perturbations de la tolérance orale au glucose. De plus

cet extrait ne provoque aucune mortalité, méme a fortes doses.

Chez Atriplex halimus, le chrome organique (Glucose Tolerance Factor: GTF) régule
la glycémie en potentialisant I'effet de I'insuline (Aaronson et al., 1969 ; Evans et Bowman,
1992). En outre, le vanadium qui est connu avant la découverte de I'insuline est un
insulinomimétique (Thompson et Godin, 1995) utilisé pour le contrdle de la glycémie (Dey
etal., 2002).

Nos résultats montrent que la stimulation de la captation du glucose au niveau des
coupes fines de tissu adipeux a 100uUI/ml d'insuline est de I’ordre de 0.39ug/ml (39%) dans
le milieu d'incubation (1g/l), et de 0.94 pg/ml (31.3%) dans le milieu d'incubation (3g/l),
pendant 60 minutes. En revanche, la dose de 500ug/ml des extraits bruts et de flavonoides, a
donné la meilleure captation du glucose, pour I’extrait brut elle est de ’ordre de 0.23ug/ml
(23%) dans le milieu d'incubation (1g/l), et de 0.62pg/ml (20.6%) dans le milieu d'incubation
(3g/1), et pour I’extrait de flavonoides elle est de I’ordre de 0.24ug/ml (24%) dans le milieu
d'incubation (1g/l), et de 0.7ug/ml (23.3%) dans le milieu d'incubation (3g/l), pendant 60
minutes d'incubation & 37°C.

Azzi Rachid en 2007, a noté que l'insuline active la pénétration du glucose dans les
adipocytes isolees du tissu épididymal des rats males en présence des différentes
concentrations d'insulines dans un milieu d'incubation KRBA 4% + 0.45g/l de glucose durant
1h.

Il a été constaté une diminution trés significative du glucose restant dans le milieu
d'incubation en présence des adipocytes par rapport au témoin (milieu d'incubation avec

2.5mM glucose en absence des adipocytes), ce qui montre que les adipocytes ont une
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consommation basale du glucose relativement importante, qui peut se faire en absence
d'insuline de I'ordre de 9%, soit 0.04 g/I.

Dans le milieu d'incubation en présence de 10 a 1000 pUI/ml d'insuline, il a montré que la
consommation du glucose augmente proportionnellement a la concentration d'insuline.

Cette augmentation est hautement significative (p<0.000 1) a la concentration 500 et 1000
pUI/ml soit 17.32 et 34.65ng/ml avec un taux de captation de 17.1 et 14.6% respectivement
par rapport au milieu contenant des adipocytes incubés durant 1h avec 0.45g /1 du glucose en
absence d'insuline.

Toul F en 2009, a noté une captation basale en glucose trés significative dans un
milieu d'incubation (KRBA 4% + 0.54¢g/1) en présence des adipocytes isolées des rats wistar
et en absence d'insuline qui est de l'ordre de 0.05g/1.

De méme, les adipocytes incubées a différentes concentrations d'insuline (100, 500 et 1000
pHUI/mI) et & différents temps (30, 1 et 2h), montrent une augmentation de la captation de
glucose avec un taux de 16.66% pour une concentration d'insuline de 100 et 500 pUIl/ml et a
été maximale (22.22%) a la concentration de 1 000 pUI/ml durant 1h.

Aprés incubation des adipocytes isolées des rats wistar méles et femelles dans un milieu
d'incubation KRBA 4% + 0.54 g/1 pendant Ih30min, Mazari K et Khelefaoui Z ont obtenu
une diminution significative (p<0.01) de la concentration du glucose restant en absence
d'insuline.

En présence de différentes concentrations de 10 a 1000pUIl/m1 d'insuline, une augmentation
de la consommation du glucose dans le milieu d'incubation a été constatée. Le taux de
captation obtenue est significatif a 100, 500 et 2000uUl/ml.

Une étude réalisée par Takhashi et al., 2008 a démontré que la chémérine
(adipokine) améliore la sensibilité du tissu adipeux a I’insuline, des adipocytes 3T3-L1 ont
¢été cultivées avec ou sans chémérine, il s’est avéré que cette derniere potentialise I’effet de
I’insuline en augmentant la captation de glucose par ces adipocytes en culture de 41% en

utilisant le glucose radioactif .

Les coupes fines de tissu adipeux représentent un modele cellulaire de choix pour
tester I’effet de nos extraits de la plante Traganum nudatum, en effet ces cellules interviennent
d’une maniere trés importante dans le métabolisme glucidique entre autre dans le stockage du

glucose sous forme de triglycéride qui sera utilisé par la cellule.
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Résultats et discussion

Les résultats obtenus montrent que nos extraits ont un effet insuline like sur la

captation de glucose dans les deux milieux d’incubations.
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Conclusion



Conclusion générale

A la fin de notre étude, on peut dire que I’extrait flavonoique de Traganum nudatum a
une dose de 500pg/ml stimule d’une maniére trés significative la captation du glucose par des
adipocytes isolés des rats Wistar, et par conséquent, révele le pouvoir antidiabétique de cet

extrait.

Mais ces résultats restent toujours des résultats préliminaires, car des expériences
complémentaires doivent étre menées afin de pouvoir passer au traitement des humains, tels

que :

e Identification, caractérisation et séparation des différentes fractions des flavonoides
par les méthodes d’analyses chimiques : chromatographie sur colonne, HPLC, CPG,
RMN,...

e Purifier et tester chaque fraction a part, afin de déterminer la ou les fractions
responsables de cet effet ;

e Tester I’effet de chaque fraction sur un plus grand nombre d’espéces animales ;

e Utiliser des animaux diabétiques pour les tests biologiques (in vivo et vitro).

e Dosage d’autres paramétres plasmatiques: Triglycéridémie, HDL- cholestérol,
I’insulinémie, I’hémoglobine glycosylé... ;

e Rechercher les éventuels effets indésirables de cet extrait ;

e Rechercher le mécanisme moléculaire par lequel nos composés agiraient sur le

syndrome diabétique.
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