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SITUATION DU PROJET DE RECHERCHE 

 

Le diabète est une maladie considérée par l’OMS comme une épidémie et dont la prévalence 

a augmenté de façon très importante au cours de ces dernières années. Actuellement, près de 285 

millions de personnes dans le monde sont atteintes de diabète, dont plus de 3 millions pour la 

France. Selon la Fédération Internationale du Diabète (FID), si le taux de croissance actuel se 

poursuit, le nombre total de diabétiques dépassera les 435 millions d’ici 2030, soit une 

augmentation de 54%. En plus de ces chiffres alarmants, il faut tenir compte des personnes qui 

ignorent qu’elles sont diabétiques car le développement de la pathologie est silencieux et sournois. 

Le diabète est une maladie potentiellement mortelle responsable chaque année dans le monde de 

près de 4 millions de décès. De plus, un mauvais équilibre du diabète est responsable de l’apparition 

de complications cardiovasculaires par altération des vaisseaux sanguins, et représente :  

- 3 à 6 fois plus de risques de développer des maladies cardiaques, 

- 25% des atteintes rénales nécessitant une dialyse, 

- La première cause de cécité,  

- 50% des amputations des membres inférieurs. 

 

 De nombreuses études suggèrent que le diabète s’accompagne d’un stress oxydant qui 

favorise le développement de la maladie en perturbant l’insulino-sécrétion, en favorisant l’insulino-

résistance et les complications cardiovasculaires qui y sont associées. Ce stress oxydant est dû à une 

rupture de l’équilibre physiologique qui existe dans l’organisme entre les molécules oxydantes et 

les systèmes de défenses antioxydants. En plus des défenses antioxydantes présentes dans 

l’organisme, l’alimentation apporte de nombreux antioxydants notamment par les vitamines et les 

oligo-éléments. Ainsi, une rupture de l’équilibre alimentaire (défaillance nutritionnelle, carence, 

alimentation trop riche) entraîne le développement du stress oxydant par diminution des systèmes 

de défense. 

Le développement du diabète et du stress oxydant est étroitement lié à la qualité de vie et aux 

modes alimentaires. En effet, dans nos sociétés modernes, la qualité de vie et de travail est 

augmentée sans pour autant que l’hygiène de vie ne s’améliore. Notre mode de vie devient de plus 

en plus sédentaire et les gestes du quotidien sont assistés pour diminuer l’effort. Ainsi en un demi-

siècle, les besoins énergétiques journaliers sont passés de 3000 kcal à 2200 kcal (d’après le Bulletin 

Académique National de Chirurgie Dentaire, 2007). De plus, l’alimentation classique est devenue 

plus riche en protéines, en graisses, en sucres (sodas) et pauvres en fruits et légumes. La 

consommation moyenne de nourriture, en termes de calories, augmente de plus en plus dans le 

monde, particulièrement dans les pays en voie de développement. Ainsi, une véritable épidémie 



21 

 

d’obésité apparaît chez les enfants et les adolescents. Cette situation inquiète de plus en plus les 

scientifiques et elle pourrait s’aggraver si les industriels et les pouvoirs publics ne s’engagent pas 

dès maintenant dans des programmes de prévention multifactorielle (Bulletin Académique National 

de Chirurgie Dentaire, 2007).  

En réponse aux problèmes liés à l’alimentation, l’Etat français a instauré des programmes de 

nutrition, comme le Programme National Nutrition Santé (PNNS), dont l’un des objectifs 

prioritaires était d’augmenter la consommation de fruits et légumes à au moins cinq par jour. 

L’alimentation et notamment les fruits et légumes renferment des antioxydants et certains d’entre 

eux sont connus pour avoir un fort pouvoir antioxydant, comme par exemple, les baies rouges et 

noires, les pruneaux, le raisin, la tomate, les épinards et brocolis…etc. Ce pouvoir antioxydant des 

aliments est intéressant dans des études de prévention du stress oxydant associé aux maladies. Dans 

le cas du diabète, des études ont montré effectivement qu’une supplémentation en antioxydants 

naturels comme le cacao qui renferme des flavonoïdes améliorait la sensibilité à l’insuline (Grassi et 

al., 2005). 

 

L’objectif de ce travail est de développer de nouveaux outils thérapeutiques et préventifs 

basés sur la supplémentation par des antioxydants d’origine alimentaire pour prévenir le stress 

oxydant dans la pathologie diabétique.  
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INTRODUCTION 

I. Le diabète  

A. Métabolisme et contrôle de la glycémie 

Tous les organes ont besoin de sucre pour fonctionner et le cerveau en est le plus gros 

consommateur (environ 100g par jour). Le glucose (cf. figure 1) est une des principales sources 

énergétiques métaboliques et est dégradé dans le cycle de la glycolyse pour générer une molécule 

de pyruvate et de l’énergie sous forme d’ATP. Les sources de glucose sont majoritairement exogène 

(origine alimentaire) mais aussi endogène.  

 

 

 

 

 

Figure 1 : Représentation d'Haworth du D-glucose. 

 

1. Maintien de la glycémie 

Une des fonctions importantes de l’organisme est de réguler la glycémie à environ 1g/L soit 

5mmol/L. Lorsque la glycémie est supérieure à 1g/L, suite à un repas, une hormone 

hypoglycémiante, l’insuline, synthétisée par le pancréas est activée et permet au glucose de rentrer 

directement dans les cellules par des transporteurs spécifiques ou d’être stocké sous forme d’unités 

répétées de glucose, le glycogène, par glycogénogenèse. 

En revanche, lorsque la glycémie est trop basse (inférieure à 1g/L), notamment après un 

effort, une hormone hyperglycémiante, le glucagon, synthétisée également par le pancréas, va 

permettre de déstocker les réserves de glycogène, situées dans le foie et le muscle, par 

glycogénolyse. Lors des hypoglycémies, ce sont notamment les réserves du foie qui sont 

sollicitées : le glycogène est dégradé en glucose-6-phosphate (G6P) puis en glucose et celui ci est 

libéré dans la circulation sanguine. 

2. Le pancréas Ŕ les îlots de Langerhans 

Les hormones antagonistes, insuline et glucagon, sont synthétisées par le pancréas. Cet 

organe participe à la régulation de nombreuses fonctions biologiques. Situé en avant de l'aorte, de la 

veine cave et des veines rénales mais en arrière de l'estomac et du côlon transverse, il s'étend 

transversalement du duodénum à la rate. Le pancréas est constitué de quatre parties : la tête, 

l'isthme, le corps et la queue. Il est vascularisé notamment par les veines splénique et mésentérique 
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inférieure. Le pancréas est un organe particulier. Il s’agit d’une glande mixte à la fois exocrine et 

endocrine (cf. figure 2). En effet, il participe à la digestion du bol alimentaire par déversement des 

sucs pancréatiques, mais il sécrète aussi des hormones, comme l’insuline et le glucagon. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Anatomie du pancréas. 

 

a) La fonction exocrine 

La partie exocrine du pancréas représente 98% du pancréas total. Elle est constituée de 

canaux qui sécrètent un fluide riche en bicarbonates et d’amas de cellules glandulaires pyramidales, 

appelés acini. Ceux-ci contiennent des grains de zymogène (granules) renfermant des enzymes 

pancréatiques inactives (trypsinogène) qui seront sécrétées par exocytose dans le duodénum, par le 

canal de Wirsung. Le trypsinogène est l’enzyme qui va permettre d’activer des enzymes 

protéolytiques comme la trypsine, la chymotrypsine, la carboxypeptidase, des phospholipases 

(A2...), des saccharases (α-amylase) mais aussi des nucléases (RNase et DNase). Les sécrétions 

pancréatiques sont alcalines (pH compris entre 7,5 et 8,2) et permettent de terminer la digestion. 

b) La fonction endocrine 

Comme toutes les glandes endocrines, le pancréas synthétise des hormones qui sont libérées 

dans la circulation sanguine où elles vont agir à distance vers des tissus ou des cellules cibles 

(action paracrine). La partie endocrine ne représente que 1 à 2% du tissu pancréatique et est 

constituée d’amas dispersés, les îlots de Langerhans. Dans un pancréas humain sain, il y a environ 1 

million d’îlots dont la taille varie de 100 à 500µm contenant chacun entre 1000 et 3000 cellules 

(Quesada et al., 2008). Les îlots contiennent quatre types de cellules sécrétant chacune une hormone 

polypeptidique caractéristique : 

 l'insuline (hormone hypoglycémiante), synthétisée par les cellules β pancréatiques, 

Vésicule biliaire 
Canal du cholédoque 

Corps du pancréas 

Canal de Wirsung 

Queue du pancréas 

Tête du pancréas 
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 le glucagon (hormone hyperglycémiante), sécrété par les cellules α, 

 la somatostatine, produite dans les cellules δ, qui exerce un effet inhibiteur sur la 

sécrétion de l’insuline et du glucagon, 

 le polypeptide pancréatique synthétisé dans les cellules PP.   

 

La proportion de ces types cellulaires est variable : les cellules β représentent environ 60% 

de la masse pancréatique totale, tandis que les cellules α représentent 20%. Les cellules delta et PP, 

quant à elles, sont très minoritaires et correspondent chacune à 5% de la masse totale du pancréas. 

Leurs distributions au sein de l’îlot est aléatoire (cf. figure 3). 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3 : Distribution des différents types cellulaires dans un îlot de Langerhans (Cabrera et al., 2006). 

Des observations de sections de 1µm de tissus pancréatiques immunomarqués sont réalisées au microscope 

confocal. En rouge, apparaissent les cellules marquées à l’insuline, en vert, celles marquées au glucagon et en 

bleu celles produisant la somatostatine. 

 

3. Glucagon et Insuline 

a) Le glucagon : structure, biosynthèse, sécrétion et mécanisme d’action 

Découverte et décrite pour la première fois en 1923 (Kimball and Murlin), la séquence en 

acides aminés du glucagon n’est connue que depuis 1950. Le glucagon est un polypeptide de faible 

poids moléculaire de 3,5 kDa, composé de 29 acides aminés (cf. figure 4).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Structure primaire du glucagon (D’après G. Dolisi). 
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La biosynthèse du glucagon débute par la transcription de son gène situé sur le chromosome 

2 humain, d’une séquence de 9,4kb (Lefebvre, 1995) en un ARNm codant pour le proglucagon, un 

peptide de 160 acides aminés. Dans les cellules α, le proglucagon est clivé au niveau des 2 peptides 

intermédiaires (IP) par la prohormone proconvertase 2 (Rouillé et al., 1995) pour donner trois 

peptides de plus petite taille (cf. figure 5) : le polypeptide lié à la glicentine (GRPP, résidus 1-30), le 

glucagon (résidus 33-61) et le fragment proglucagon majeur (MPFG, résidus 72-158). 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Structure du proglucagon et synthèse des différents peptides dans les 

cellules α (D’après Taylor et Francis group, 2010). 

 

Le glucagon est produit par les cellules α du pancréas, uniquement lorsque la glycémie 

diminue de manière significative au-dessous de 0,65g/L. En effet, dans un état de normoglycémie 

ou d’hyperglycémie, le glucose empêche les cellules α de secréter du glucagon dans le sang. Mais 

lorsqu’il y a hypoglycémie, la sécrétion d’insuline est bloquée et l’inhibition des cellules α est 

levée. La libération du glucagon par les cellules α résulte d’une entrée massive de calcium dans la 

cellule suite à une dépolarisation membranaire (cf. figure 6). Le mécanisme n’est pas très connu 

chez l’homme, mais chez la souris, Göpel et al. ont montré que la libération du glucagon serait sous 

le contrôle des canaux potassiques de type A et des canaux sodiques de type TTX pour le maintien 

du potentiel de membrane. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 6 : Mécanisme de sécrétion du glucagon de la cellule α (source personnelle). 
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L'hormone rejoint les cellules cibles du foie par les vaisseaux sanguins et se fixe sur les 

récepteurs spécifiques des hépatocytes. Il existe également des récepteurs au niveau rénal, cervical, 

adipeux et musculaire ainsi que sur les cellules β. Le glucagon se fixe sur son récepteur couplé aux 

protéines G. La sous-unité α de la protéine G va stimuler l’adénylate cyclase et augmenter la 

production intracellulaire d’AMPc, induisant une activation des protéines kinase (PKA). Cela 

provoque une accélération de la glycogénolyse d’où une augmentation de la [G6P] intracellulaire. 

Le foie va hydrolyser le G6P en glucose grâce à Glucose-6-Phosphatase. Le mécanisme entraîne 

une libération du glucose stocké dans le foie qui en contient environ de 50g à 100g (cf. figure 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Voie de signalisation du glucagon dans la cellule hépatique (D’après Jaspard E, 2008). 

 

Le glucagon accroît la capture des acides aminés par les hépatocytes et favorise ainsi la 

néoglucogénèse à partir des acides aminés. De plus, le tissu adipeux va fournir des acides gras libres 

nécessaires aux muscles par lipolyse et celui-ci va les utiliser pour fabriquer des corps cétoniques, 

autre substrat énergétique en l’absence de glucose. La glycémie est ainsi rétablie à un taux normal. 

b) L’insuline : structure, biosynthèse, sécrétion et mécanisme d’action 

 Cette substance a été découverte par Frederick Grant Banting et Charles Herbert Best dans 

le laboratoire de John James Richard MacLeod et suite aux travaux importants de Nicolas Paulescu 

(Rosenfeld, 2002). Banting et MacLeod ont été les lauréats du Prix Nobel de physiologie et de 

médecine en 1923 récompensant leurs travaux.  

L’insuline est un peptide de 51 acides aminés et se compose de deux chaînes polypeptidiques : une 

chaîne A de 21 acides aminés et une chaîne B de 30 acides aminés, qui sont unies par deux ponts 

disulfures et un pont disulfure intra-chaîne dans la chaîne A (cf. figure 8).  

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Prix_Nobel_de_physiologie_et_de_m%C3%A9decine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Prix_Nobel_de_physiologie_et_de_m%C3%A9decine
http://fr.wikipedia.org/wiki/1923
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Figure 8 : Structure primaire de l’insuline (D’après G. Dolisi). 

 

L’insuline est synthétisée dans les cellules β sous forme de pré-pro-insuline inactive. Chez 

l’homme, elle est codée par un gène se trouvant sur le chromosome 11. Après la transcription en 

ARNm du gène codant la pré-pro-insuline, l’ARNm est exporté du noyau vers le cytoplasme pour 

atteindre les ribosomes se trouvant à la surface du réticulum endoplasmique (RE). La traduction de 

la pré-pro-insuline se réalise à l’entrée du RE. La molécule subit alors un remodelage, acquiert sa 

structure quaternaire avec ses deux ponts disulfures et perd sa séquence signal. La pro-insuline ainsi 

obtenue est constituée de 86 acides aminés ayant un poids moléculaire de 9kDa. Dans l’appareil de 

Golgi, sous l’action d’une protéase spécifique, la pro-insuline est clivée pour donner le peptide-C 

(31 acides aminés ayant un poids moléculaire de 3kDa) et un peptide bicaténaire, l’insuline d’une 

taille finale de 51 acides aminés et de poids moléculaire de 6kDa (cf. figure 9). Ces deux peptides 

sont stockés dans des granules jusqu’à sécrétion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Transcription et traduction de l’insuline (Raynal et Cortie, ouvrage « Le 

diabète de type 2: aspect fondamentaux »). 
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 Le glucose circulant est en contact des cellules β via les capillaires sanguins et la lymphe 

interstitielle. Lorsque la concentration en glucose sanguin augmente, la cellule β importe le glucose 

grâce à un transporteur membranaire insulino-indépendant GLUT2, prédominant également dans le 

foie. Le métabolisme du glucose dans la cellule β augmente le rapport ATP/ADP ce qui induit la 

fermeture du canal potassique ATP dépendant et bloque la fuite d’ions potassium K
+
 (cf. figure 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Mécanisme de libération de l’insuline de la cellule β (source personnelle). 

 

 Cela  provoque une dépolarisation de la membrane de la cellule β induisant l’ouverture des 

canaux calciques voltage sensibles : le calcium entre dans la cellule et déclenche l'exocytose des 

vésicules contenant de l'insuline. Celle-ci passe dans le sang par transcytose (endocytose + 

exocytose) à travers l'endothélium du capillaire.  

 

L’insuline libérée permet d’augmenter le captage du glucose par les adipocytes et les 

cellules musculaires. Ce phénomène est régulé par des mécanismes d’exocytose et d’endocytose des 

récepteurs GLUT4 insulino-dépendant en présence de l’hormone. Dans le foie et le muscle, le 

glucose est stocké sous forme de glycogène par le processus de glycogénogenèse et il est utilisé 

dans le cycle de la glycolyse dans les myocytes pour produire de l’énergie. De plus, au niveau du 

tissu adipeux, elle induit un stockage des acides gras en favorisant la lipogenèse.  

La liaison de l’insuline à son récepteur IR induit son autophosphorylation sur plusieurs 

résidus Tyr de ses sous unité β. Plusieurs protéines dont Shc, Gab-1, le complexe APS/Cbl et les 

protéines IRS, se fixent sur ces résidus phosphorylés afin d’être eux-mêmes phosphorylés par le 

récepteur insulinique activé. Shc recrute Grb2 et sa protéine associée Sos, ce qui active la protéine 

Ras associée à Raf1 pour activer les cascades de phosphorylation par la MAP kinase (MAPK). 

Cellule β 

Capillaire 

sanguin 
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Cette cascade régule l’expression des gènes impliqués dans la prolifération cellulaire et la 

différenciation. La cascade PI3K conduit à des modifications de l’état de phosphorylation de 

plusieurs enzymes dont Akt et mTOR, permettant de stimuler la synthèse de glycogène et de 

protéines. La cascade PI3K, via PDK1, participe également au contrôle de la translocation du 

transporteur de glucose GLUT4 vers la surface de la cellule et donc à l’augmentation de la vitesse 

d’entrée du glucose dans la cellule (cf. figure11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Transduction du signal par l’insuline (source personnelle, d’après Voet & 

Voet, Edition deBoeck, 2005). 

B. La pathologie diabétique   

1. Le diabète 

Le mot diabète vient du grec « dia-baïno » signifiant « passer au travers ». Le diabète est 

une maladie due à une concentration anormalement élevée de sucre dans le sang. L’OMS le définit 

par une glycémie supérieure à 1,26g/L (7mmol/L) caractéristique à jeun, confirmée par deux prises 

de sang consécutives. Il existe 4 types de diabètes, définis par l’OMS (1997) : le diabète de type 1 et 

2 qui seront décrits ci-après, les diabètes dits « secondaires » qui sont la cause de pathologies 

pancréatiques, hépatiques, endocriniennes ou génétiques ; et enfin le diabète gestationnel.  

La glycémie anormalement élevée résulte d’une carence totale ou partielle en insuline ou 

d’une résistance des tissus périphériques cibles à l’insuline, ayant pour conséquence, une non-

absorption du glucose par les cellules et donc une hyperglycémie. La carence totale est la 

conséquence d’une destruction des cellules bêta des îlots de Langerhans par un mécanisme auto-

immun, c’est le diabète de type 1. Au contraire, le diabète de type 2 correspond à un défaut de 

fabrication de l’insuline par le pancréas ou d’une inaptitude des cellules à utiliser celle-ci. 



30 

 

L’hyperglycémie provoquée par ces deux types de diabète est responsable de nombreuses 

complications chroniques micro et macrovasculaires.  

Le diabète est une maladie grave puisqu’il est placé au 5
ème

 rang des causes de mortalité.  

2. La prévalence 

Maladie silencieuse et chronique, le diabète est une maladie métabolique très répandue et 

classée d’épidémie. Depuis quelques années, la prévalence (nombre de cas observés dans une 

population rapportés au nombre total d’individus de cette population) augmente fortement dans les 

pays riches, mais aussi dans les pays pauvres. En 2010, la prévalence globale du diabète dans la 

population mondiale est estimée entre 6,6% et 7,9%, en incluant les patients intolérants au glucose. 

En 2010, le nombre de diabétiques est estimé à 284,6 millions avec une prédiction, pour 2030, à 

438,4 millions, soit une augmentation de 54%. 

La prévalence reste la plus élevée au Etats-Unis (13,7% chez les hommes et 11,9% chez les 

femmes) avec un nombre de  diabétiques de 26,8 millions, mais elle augmente beaucoup en Asie du 

sud-est et notamment en Inde, où le nombre de personnes atteintes est de 50,8 millions (données de 

l’International Diabetes Federation, Montréal 2009). 

En France, en 2007, la prévalence était de 3,85% en moyenne avec cependant des disparités 

inter-régionales : la prévalence est plus grande pour le Nord-Pas-de-Calais (4,8%), la Picardie 

(4,7%), l’Alsace et la Champagne-Ardenne (4,5%). Cette disparité est encore plus accentuée dans 

les Départements d’Outre-mer, notamment à La Réunion et à la Guadeloupe avec des prévalences 

respectives de 7,8 et 7,3% (cf. figure 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Prévalence du diabète traité par département en 2007 (régime général de 

l’assurance maladie française ; Kusnik-Joinville et al., données INVS 2008). 
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En 2008, la France comptait 3 millions de diabétiques (6% de la population), les personnes 

présentant un diabète de type 2 représentaient 90% des personnes atteintes, incluant 500 000 à 

800 000 français qui ignorent être diabétiques. 

3. Le diabète de type 1 

a) Physiopathologie du diabète de type 1 

Le diabète de type 1, autrefois appelé diabète insulino-dépendant (DID) ou diabète juvénile, 

apparaît le plus souvent de manière brutale chez l'enfant ou chez le jeune adulte. Il se caractérise par 

une polyurie, une polydipsie et une polyphagie ayant pour conséquence un amaigrissement malgré 

une prise de nourriture abondante. La glycémie est supérieure à 2g/L avec présence d'acétone et de 

glucose dans les urines. 

Le diabète de type 1 représente 10% des cas de diabète (Daneman, 2006) et est une maladie 

auto-immune dans 90% des cas conduisant à une destruction progressive et chronique des cellules 

β. La maladie est présente depuis plusieurs années avant que les symptômes apparaissent. Cela a 

lieu lorsque plus de 70% des cellules β sont détruites (Pirot et al., 2008). 

b) Facteurs génétiques et facteurs déclenchants 

Le diabète de type 1 fait intervenir des facteurs de risque génétique. En effet, il correspond à 

un désordre polygénique, qui ne peut pas être classé comme dominant ou récessif. Des études ont 

montré que chez le rat BB, la souris NOD et l’homme, le lien génétique le plus important concernait 

le complexe majeur d’histocompatibilité ou CMH (Pociot and McDermott, 2002). Il est connu que 

des variantes génétiques des allèles DR3, DR4, DQ2 et DQ8 codant des protéines du CMH de 

classe II sont retrouvés chez le patient atteint de diabète de type 1. Plus de 90% des patients 

diabétiques de type 1 expriment les allèles DR3DQ2 ou DR4DQ8 (Khardori and Pauza, 2003). 

Des études suggèrent qu’il n’y a que 30 à 50% de concordance pour le diabète de type 1, 

chez des jumeaux monozygotes (Redondo et al., 1999) et que l’augmentation de l’incidence du 

diabète de type 1, ces dernières années, ne peut pas s’expliquer que par la susceptibilité génique de 

la population (Jaïdane and Hober, 2008). Cela laisse suggérer l’existence de facteurs 

environnementaux contribuant à la pathogénicité du diabète de type 1. 

 

Ces facteurs environnementaux peuvent être des toxines (dérivés de nitrate) et des 

pathogènes comme des entérovirus, parvovirus ou ceux responsables de la rubéole et des oreillons 

(Van der Werf et al., 2007). Des études épidémiologiques ont montré l’implication d’une infection 

virale congénitale, la rubéole, dans le développement du diabète de type 1. En effet, 20% des 

enfants nés de mères atteintes par la rubéole ont développé un diabète de type 1 (Khardori and 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Polyurie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Polyphagie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ac%C3%A9tone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Maladie_auto-immune
http://fr.wikipedia.org/wiki/Maladie_auto-immune
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Pauza, 2003). Le virus coxsackie B4 a également été mis en cause lors d’étude où celui-ci, isolé de 

patients diabétiques de type 1, infectait in vitro des îlots humains de patients non diabétiques, 

entraînant un défaut de la sécrétion d’insuline stimulée par glucose (Dotta et al., 2007). Les facteurs 

déclenchant un diabète de type 1 peuvent également être des constituants alimentaires comme le lait 

de vache introduit de façon précoce dans l’alimentation du nourrisson ou des médicaments. 

c) Production d’auto-anticorps 

Dans 95% des cas de diabète de type 1, une étiologie auto-immune est retrouvée. Les 

antigènes cibles sont principalement l’acide glutamique décarboxylase (GAD65), un récepteur 

tyrosine phosphatase protéine like appelé IA-2 pour « Islet Antigen 2 » et l’insuline, IAA pour 

« Insulin Auto-Antibody ». 

L’enzyme GAD65 qui permet la conversion de l’acide glutamique en acide γ-

aminobutirique (GABA) est impliquée dans la réaction immunitaire du diabète de type 1 

(Baekkeskov et al., 1990) car il a été mis en évidence une similarité entre la séquence de la protéine 

GAD65 et celle de la protéine P2-C du virus coxsackie B4 (Kaufman et al., 1992). Ainsi le système 

immunitaire reconnaîtrait à tort les protéines GAD65. 

 La protéine IA-2 ou encore appelée ICA512 pour « Islet Cell Autoantigen » est une protéine 

transmembranaire à activité tyrosine phosphatase intrinsèque, localisée dans la membrane des 

granules sécrétrices (Solimena et al., 1996).  

Enfin, l’insuline est également un antigène mis en cause dans la pathologie (Palmer et al., 

1983). Les auto-anticorps sont spécifiquement dirigés contre la chaîne B de l’insuline ou de la 

proinsuline (Khardori and Pauza, 2003).  

Les anticorps spécifiques des antigènes de la cellule β sont présents avec une fréquence 

augmentée chez des patients diabétiques de type 1 récemment diagnostiqués (Santamaria et al., 

1992 ; Bottazzo et al., 1974). La combinaison de ces anticorps peut être utilisée comme marqueur 

prédictif d’un diabète de type 1 car ils apparaissent des mois voire des années avant l’apparition de 

troubles métaboliques (Pihoker et al., 2005). De plus, ils sont également dosés dans le cas d’un 

patient diabétique de type 2 devenu insulino-requérant. 

d) Mécanisme de destruction de la cellule β 

Le processus de recrutement des lymphocytes dans l’îlot pancréatique n’est pas clairement 

compris, mais il implique la production de cytokines à la fois par les cellules présentatrices de 

l’antigène (CPA), les cellules de l’endothélium vasculaire et les cellules β. Le schéma figure 13 

présente un mécanisme simplifié de la destruction des cellules β lors d’un diabète de type 1. 
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Figure 13 : Mécanisme de destruction auto-immune de la cellule β dans le diabète de 

type 1 (modifié d’après Pirot et al., 2008). 

Au niveau de la liaison des lymphocytes, les récepteurs jaunes correspondent aux TCR, l’ovale bleu à 

l’antigène, le récepteur rose (sur la CPA) à la molécule du CMH de classe II, et le vert (sur la cellule β) à 

la molécule du CMH de classe I. Enfin, la reconnaissance spécifique entre CPA et LT helper est assurée 

par le CMH de classe II et la molécule CD4+ (orange) tandis que celle entre la cellule β et le LT 

cytotoxique se fait par le CMH de classe I et le CD8+ (rose). 

 

Les CPA présentent l’antigène de la cellule β au lymphocyte T (LT) helper (CD4+) naïf via 

la molécule du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II et au récepteur TCR du 

lymphocyte T. Cela induit la production par la CPA d’interleukine 12 (IL-12) permettant la 

différenciation du LT en un LT mature. Celui-ci en retour sécrète de l’interleukine 2 (IL-2) et de 

l’interféron γ (IFNγ), qui vont stimuler la production d’interleukine 1β (IL-1β), de Tumor Necrosis 

Factor α (TNFα) et d’oxyde nitrique (NO), un radical libre.  

La sécrétion de ces cytokines active les LT cytotoxique (CD8+) qui arrivent dans l’îlot et qui 

entraînent la sécrétion, par les cellules β, de chémokines. Le LT cytotoxique se lie à la cellule β par 

son TCR et via la molécule du CMH de classe I à la surface de la cellule pancréatique. De plus, il 

exprime à sa surface la protéine FasL qui va se lier au récepteur Fas (de la famille des récepteurs au 

TNF) de la cellule β. L’activation de la voie Fas induit l’activation des caspases, notamment celle 

de la caspase 8, et la mort cellulaire par apoptose. En parallèle, ces LT déversent le contenu de leurs 

granules, qui contiennent le système granzyme/perforine (Pearl-Yafe et al., 2007). La perforine 

génère des pores sur la cellule β, permettant la pénétration d’une protéase à sérine, appelée 

granzyme qui va activer les caspases et induire la mort cellulaire par apoptose. Enfin, la fixation de 
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cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα, l’INFγ et l’IL-1β, sécrétées par les cellules 

immunitaires (CPA et LT) sur leurs récepteurs à la surface de la cellule β, induit l’apoptose par 

différentes voies de signalisation dont la voie NFκB (cf. figure 13). 

4. Diabète de type 2 

Le diabète de type 2, autrefois appelé diabète non insulinodépendant (DNID) se manifeste 

chez l’adulte après 40 ans. Ce type de diabète touche essentiellement des adultes mais la maladie est 

en forte progression chez les enfants. Il est très répandu et représente plus de 90% des cas de 

diabète.  

a) Intolérance au glucose 

L’intolérance au glucose autrefois appelée syndrome métabolique ou syndrome X, 

correspond à une hyperglycémie modérée. Il s’agit d’un stade précurseur du diabète où les patients 

atteints ont un risque plus élevé de développer par la suite un diabète de type 2. En 2010, 138 

millions de personnes étaient touchées par l’intolérance au glucose, majoritairement des personnes 

entre 40 et 59 ans. Un tiers de ces personnes, en revanche, sont âgées de 20 à 39 ans (IDF Diabetes 

Atlas). 

b) Cas particuliers de l’intolérance au glucose : l’hyperinsulinisme 

L’hyperinsulinisme est un état qui perdure depuis au moins 10 ans avant que le diagnostic 

d’un diabète de type 2 ne soit établi. Il est caractérisé par une insulino-résistance, c’est-à-dire une 

production d’insuline peu fonctionnelle ou une non-fixation de l’insuline sur ses récepteurs 

périphériques. Le glucose n’est ainsi pas capté par les cellules, aggravant l’hyperglycémie et 

nécessitant plus d’insuline. Le pancréas va alors s’adapter en augmentant la masse de cellules β 

fonctionnelles (hyperplasie des îlots), ce qui conduit à un hyperinsulinisme. Cet état pathologique 

existe bien avant l’apparition du diabète de type 2. A terme, la production d’insuline s’épuise de par 

une glycémie de plus en plus difficilement équilibrée et par l’entrée en apoptose des cellules β, c’est 

l’insulino-déficience (cf. figure 14). Le patient diabétique doit alors recourir à des injections 

d’insuline (insulino-requérance). 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Hyperinsulinisme et diabète de type 2 (données personnelles). 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Diab%C3%A8te_de_type_2
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c) Facteurs de risque 

 Obésité et lipotoxicité  

Dans 80 % des cas, le diabète est lié à une surcharge pondérale voire une obésité. Celle-ci se 

traduit par un indice de masse corporelle (IMC) supérieur à 30. Les patients obèses ont 10 fois plus 

de risque de devenir diabétique (Grimaldi A, Livre « Diabète de type 2 », EMC Référence, 2004). 

L’obésité est notamment due au mode de vie actuel où les apports caloriques sont bien supérieurs 

aux dépenses énergétiques. En effet, le mode de vie de notre société contemporaine est caractérisé 

par une augmentation de l’ingestion de graisses alimentaires et de glucose (boissons sucrées). 

Il est estimé à plus de 1,1 milliard, le nombre de personnes en surpoids dans le monde dont 

320 millions d’obèses (Diabetes atlas résumé, seconde édition IDF 2003). En France, l’étude ObÉpi 

Ŕ Roche menée en 2009, indique que la prévalence du surpoids et de l’obésité chez les adultes de 

plus de 18 ans, est respectivement de 31,9% et 14,5% ; soit une augmentation de cette prévalence de 

+10,1% soit 5,9% par an depuis 12 ans. En 12 ans, 2 922 000 nouveaux obèses ont été 

diagnostiqués avec une prévalence plus élevée chez les femmes. Les régions les plus touchées sont 

le Nord et l’Est avec des prévalences en 2009 de 20,5% et 17%. D’après cette enquête, les français 

ont pris 900g par rapport à 2006 mais 3,1kg par apport à l’étude de 1997. De plus, il est constaté 

une augmentation significative de l’IMC de 1kg/m² et du tour de taille de 4,7 cm depuis 1997. 

L’étude montre également qu’il y a 3 fois plus de diabétiques de type 2 en cas de surpoids et 

7 fois plus en cas d’obésité. 

 

L’obésité est caractérisée par un état chronique où le tissu adipeux ne peut plus stocker de 

façon normale les triglycérides ce qui a pour conséquence le dépôt de ces lipides dans des 

compartiments autres que ceux dévolus à cette fonction, comme le tissu adipeux viscéral, les 

muscles, le foie, le cœur et le pancréas. Cette accumulation provoque une dérégulation et une 

dysfonction du tissu impliqué, appelée lipotoxicité (Kusminski et al., 2009). Le tissu adipeux 

viscéral libère une grande quantité d'acides gras libres, ce qui favorise la synthèse hépatique des 

triglycérides et stimule la néoglucogénèse hépatique. Au niveau musculaire, les acides gras libres 

sont oxydés en priorité par rapport au glucose, entraînant une production accrue d'acétyl coenzyme 

A qui inhibe en retour les enzymes de la glycolyse ; le tout contribuant à l’aggravation de 

l’hyperglycémie. 

 Les facteurs sociaux 

La consommation de nourritures et de boissons riches en énergie, en graisses et en glucides 

est devenue une habitude dans nos sociétés modernes. De plus, la transition d’un milieu rural vers 

un milieu urbain est associée à des changements dans les habitudes alimentaires et les activités 



36 

 

physiques (Solomons and Gross, 1995). D’une part, les conditions de vie et de travail sont plus 

confortables, l’organisme est donc moins soumis à des contraintes physiques. De plus, la sédentarité 

multiplie le risque de diabète par deux. D’autre part, les tendances alimentaires vont vers des 

aliments ou boissons ayant un index glycémique élevé (haut pouvoir sucrant). Des études ont 

suggéré que la probabilité de devenir obèse est de 38% chez les sujets féminins qui boivent plus 

d’un soda par semaine contre 18% chez celles qui boivent moins d’un soda par semaine (Liebman 

et al., 2003). Une autre étude a montré qu’une consommation en boissons sucrées (58% de soda, 

20% de jus de fruits, 19% de thé et 3% de café) a été significativement associée à un surpoids 

(Nicklas et al., 2003). 

Ces préférences pour une alimentation hypercalorique et cette sédentarité associées sont la 

cause d’un environnement obésogène chez l’homme, qui peut engendrer des complications allant de 

l’insulino-résistance au diabète de type 2. 

 L’hérédité 

Le diabète de type 2 est une maladie également à prédisposition génétique, en plus de la 

présence de facteurs sociaux ou environnementaux. Le risque de développer un diabète chez un 

enfant ayant un des deux parents diabétiques est augmenté. De plus, chez des jumeaux 

monozygotes, la concordance de la maladie peut atteindre 90% (Grimaldi A, Livre « Diabète de 

type 2 », EMC Référence, 2004). 

 L’âge 

  Le risque de développer un diabète de type 2 augmente avec l’âge. En effet, la tranche d’âge 

la plus touchée est celle des 40-59 ans (Diabetes atlas résumé, seconde édition IDF 2003). Chez le 

sujet âgé, il y a une baisse de l’insulino-sécrétion et une augmentation de l’insulino-résistance 

(Jackson, 1990).  

 La grossesse 

Un diabète gestationnel est considéré par l’OMS (1997) comme un diabète à part qui 

disparait après la grossesse. Cependant, celui-ci est un facteur de risque ultérieur d’un diabète de 

type 2, de même que la naissance d’un enfant de plus de 4kg (ANAES, Principe du dépistage du 

diabète de type 2, Février 2003). De plus, un enfant né de mère atteinte par un diabète gestationnel, 

a plus de risque de développer un diabète de type 2 et de souffrir d’obésité (Grimaldi A, Livre 

« Diabète de type 2 », EMC Référence, 2004). 

d) Mécanisme de l’insulino-résistance 

Une des premières phases du diabète de type 2 est l’insulino-résistance. Sa mise en place fait 

intervenir de hautes concentrations en acides gras qui sont libérés par le tissu adipeux dans la 

circulation. Ces acides gras sont ensuite oxydés dans les tissus périphériques en acétyl coenzyme A, 
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en diacylglycérol et en céramides, ce qui entraîne l’augmentation d’une isoforme d’une protéine 

kinase C. Cette kinase phosphoryle le récepteur IRS-1 sur les acides aminés sérine et thréonine ce 

qui a pour conséquence d’inhiber la phosphorylation de la tyrosine qui est requise pour libérer 

l’insuline. Ainsi, la translocation des vésicules renfermant le transporteur GLUT4 est inhibée, le 

glucose circulant ne peut donc pas entrer dans les cellules (Schulman, 2000). Cela favorise 

l’hyperglycémie ; le pancréas va donc s’adapter en produisant plus d’insuline. 

e) Apoptose des cellules β 

Dans les cellules β, l’accumulation des acides gras libres est toxique et cette toxicité passe 

par la formation de céramide, induisant l’augmentation d’oxyde nitrique NO et l’activation de 

l’apoptose (Shimabukuro et al., 1998). De plus, une concentration élevée en glucose induit une 

apoptose médiée par l’IL-1β sur des cellules β dans un modèle de rat diabétique de type 2 (Donath 

et al., 1999), mais aussi sur des îlots humains (Maedler et al., 2002). L’hyperglycémie chronique est 

également responsable de la formation d’espèces réactives de l’oxygène, ROS pour « Reactive 

Oxygen Species » qui contribue avec l’IL-1β à la transcription du facteur NFκB. 

De plus, le tissu adipeux sécrète des hormones et des cytokines ayant des actions auto et 

paracrine. Les adipocytes peuvent secréter de la leptine, des antagonistes du récepteur à l’IL-1β 

(Meier et al., 2002), du TNFα (Hotamisligil et al., 1995) et de l’IL-6 (Fried et al., 1998). Ces 

facteurs sont tous augmentés dans l’obésité et sont liés à l’insulino-résistance (Donath et al., 2003) ; 

(cf. figure 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Facteurs contribuant à l'apoptose des cellules β (Source personnelle). 
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C. Les complications liées au diabète 

1. Les complications aigües 

a) L’hyperglycémie 

Elle est caractérisée par une augmentation importante du glucose dans le sang et se traduit par 

un dessèchement de la bouche, une soif extrême, un besoin fréquent d’uriner, une somnolence 

accrue, des nausées et vomissements, associés à une perte de poids. Ces symptômes ont des origines 

métaboliques. En effet, la destruction des cellules β dans le diabète de type 1 et 2 diminue et inhibe 

la production d’insuline et il en résulte une non pénétration du glucose dans les cellules et par 

conséquent une hyperglycémie. De plus, celle-ci s’accompagne d’une production hépatique de 

glucose par processus de néoglucogenèse et de glycogénolyse. Malgré la présence de glucose, les 

cellules doivent trouver un autre substrat biologique pour produire de l’énergie. Elles vont alors 

utiliser les acides gras et les acides aminés. Ces derniers vont subir des réactions de désamination et 

de transamination pour pouvoir entrer dans le cycle de Krebs. En parallèle, les acides gras libres 

subissent le cycle de la β-oxydation pour aller dans le cycle de Krebs. Cependant, lors de la β-

oxydation, il y a formation de corps cétoniques toxiques (acétone, β-hydroxypyruvate et 

acétoacétate) qui se comportent comme des acides dans le sang et diminue considérablement le pH 

sanguin ; c’est l’acidocétose. Si celle-ci n’est pas rapidement traitée, elle peut provoquer une 

hypotension, une altération de la fonction myocardique, une vasodilatation cérébrale et un coma, 

parfois mortel. 

De plus, l'hyperglycémie a pour conséquence la non réabsorption du glucose par le tubule 

rénal, ce qui entraîne une glycosurie. Elle induit également une hyper-osmolarité extracellulaire, 

provoquant le passage de l'eau et du potassium de la cellule vers le compartiment extracellulaire. 

Les signes spécifiques de cette fuite hydrique sont la polyurie et la polydipsie. Si cette 

déshydratation n’est pas soignée, elle peut engendrer un coma hyperosmolaire. 

b) L’hypoglycémie 

Les symptômes qui caractérisent l’hypoglycémie sont une faim insatiable, des tremblements 

et étourdissements, des troubles visuels associés à des maux de tête et à des changements de 

caractères, ainsi qu’une transpiration importante et une fatigue extrême. 

Elle peut survenir en cas d’inadéquation du traitement chez le patient diabétique de type 1 

ou si le diabète est très fortement instable. En effet, si les doses d’insuline sont trop fortes par 

rapport aux besoins (efforts physiques ou alimentation), la glycémie passe sous le seuil de 0,8g/L. 

Lorsque les symptômes apparaissent, il faut rapidement ingérer des glucides ayant un index 

glycémique élevé (haut pouvoir sucrant) comme le sucre ou la confiture. Si l’hypoglycémie apparait 
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pendant la période d’action d’une insuline rapide, il est recommandé d’ingérer des glucides ayant au 

contraire un index glycémique plus faible comme les fruits ou le pain pour remonter la glycémie. 

Parfois, il peut se produire des hypoglycémies sévères pouvant entraîner des pertes de 

connaissance. Le recours à des injections intraveineuses de glucose ou de glucagon est 

indispensable pour rétablir la glycémie. 

2. Les complications chroniques 

Les complications chroniques du diabète représentent aujourd’hui les causes essentielles de 

morbidité et de mortalité chez le patient diabétique. L’hyperglycémie à long terme aboutit à des 

lésions au niveau des vaisseaux à l’origine de graves complications cardiovasculaires. Le risque de 

maladies cardiovasculaires est de 2 à 3 fois plus élevé chez les diabétiques que dans l'ensemble de 

la population (Diabètes Atlas résumé, seconde édition 2003, IDF). 

Les lésions concernant les petits vaisseaux sont appelées microangiopathies. Elles touchent 

essentiellement le rein, l’œil, et certains nerfs périphériques. Au contraire, les atteintes des 

vaisseaux plus gros ou vaisseaux de conductance sont les macroangiopathies. Elles peuvent 

entrainer des accidents vasculaires cérébraux (AVC) et des infarctus du myocarde (cf. figure 16). 

Ces complications cardiovasculaires peuvent aller jusqu’à des comas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Les complications cardiovasculaires liées au diabète (Dossier Santé 

Diabète de type 2, GSK, 2009). 
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a) Microangiopathies 

Les lésions microangiopathiques sont caractérisées par l’épaississement de la membrane 

basale des capillaires sanguins, ce qui a pour conséquence :  

- d’augmenter la perméabilité capillaire, ce qui provoque un exsudat (épanchement de 

liquide de nature séreuse),  

- d’augmenter la fragilité du vaisseau et d’induire des hémorragies,  

- d’obstruer les capillaires ce qui provoque des lésions ischémiques. 

L’atteinte des petits vaisseaux est diffuse et elle aggrave les lésions causées par la 

macroangiopathies. 

 La rétinopathie diabétique 

La rétinopathie diabétique constitue la première cause de cécité dans les pays industrialisés 

avant l’âge de 65 ans (Fong et al., 2004). 95% des diabétiques de type 1 présentent une rétinopathie 

au bout de 15 ans, contre 50% de patients diabétiques de type 2.  

Le diabète provoque des occlusions des capillaires de la rétine, une ischémie de la rétine et 

des hémorragies par rupture de la barrière hémato-rétinienne. Les ions et protéines passent dans la 

rétine, entraînant l’eau par osmose, à l’origine de la formation d’un œdème. Les lipides et les 

protéines peuvent également passer et former un exsudat. Cela peut entraîner une cataracte, un 

glaucome, des œdèmes maculaires voire une cécité totale. Détectés précocement par un examen de 

fond d’œil, ces troubles peuvent être bien traités par laser. Une fois les complications survenues, il 

est souvent trop tard, d’où la nécessité d’un dépistage annuel.   

 La néphropathie diabétique 

La néphropathie diabétique peut évoluer jusqu'à l'insuffisance rénale. C'est la seule cause 

d'insuffisance rénale terminale conduisant à la dialyse. Celle-ci augmente actuellement dans tous les 

pays industrialisés. 30% des diabétiques de type 1 présentent une néphropathie diabétique au bout 

de 15 ans, contre seulement 15% des patients diabétiques de type 2. Le rein est un organe constitué 

d’un réseau important de micro-vaisseaux, qui forment un filtre pour éliminer les déchets et les 

toxines présents dans le sang. Dans la pathologie diabétique, la capacité de filtration du glomérule 

rénal est altérée, ce qui a pour conséquence une accumulation des déchets dans le sang. Cela peut 

conduire au stade d’insuffisance rénale chronique. Les deux seules solutions pour filtrer le rein et 

remédier à la néphropathie sont la dialyse et la transplantation rénale. 

 La neuropathie périphérique 

Elle constitue la première cause d’amputation non traumatique, car elle prédispose aux plaies 

des pieds en provoquant une perte de sensibilité (Singh et al., 2005). Le risque augmente avec la 

durée du diabète.  

http://fr.wikipedia.org/wiki/N%C3%A9phropathie_diab%C3%A9tique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Insuffisance_r%C3%A9nale
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L’atteinte est essentiellement due à une ischémie. La neuropathie périphérique touche surtout 

les membres inférieurs et entraîne des douleurs, des crampes et une diminution de la sensibilité ainsi 

que des plaies pouvant conduire à des amputations, car le patient ne se rend pas compte qu'il a une 

blessure par l'absence de stimuli douloureux et laisse évoluer la blessure. 

La neuropathie peut aussi toucher le système nerveux autonome et provoquer des troubles de la 

digestion (diarrhée), du rythme cardiaque (hypotension) et des troubles d’ordre mictionnel et sexuel 

(impuissance). L’atteinte peut également être due à une dégénérescence axonale avec une 

démyélinisation. 

 Sensibilité liée aux infections 

Un diabète mal équilibré favorise les infections bactériennes et mycosiques qui elles-mêmes 

déséquilibrent le diabète en retour. La fréquence des septicémies d’origine bactérienne est plus 

importante chez les patients diabétiques que dans la population non diabétique (Gin, 1992). La 

prolifération des germes est d’une part favorisée par leur appétence pour le sucre et d’autre part, par 

l’affaiblissement des défenses de l’organisme (globules blancs) sous l’effet de l’hyperglycémie.  

Les infections rencontrées sont des infections des appareils respiratoire, urinaire et génital mais 

aussi des infections cutanées à staphylocoques, des mycoses et furonculoses. 

b) Macroangiopathies 

L'atteinte des artères coronaires est corrélée à l'ancienneté du diabète mais surtout à 

l'équilibre du diabète. En effet, un diabétique mal équilibré présente un risque beaucoup plus 

important de développer à terme une maladie coronaire qu'un diabétique parfaitement équilibré. 

Cette atteinte coronaire est due à une athérosclérose et peut s'exprimer sous la forme d'angine de 

poitrine encore appelée « angor » et parfois d'infarctus du myocarde. Cette athérosclérose est 

engendrée par l’hyperglycémie chronique, mais elle peut aussi être aggravée en présence de facteurs 

tels que le tabagisme, des troubles lipidiques ou une hypertension artérielle.  

Les artères cérébrales peuvent également être touchées et donner lieu à des accidents 

vasculaires cérébraux. De même, on peut assister à l’apparition d’une inflammation des parois des 

artères (artérite) des membres inférieurs due à l’atteinte des artères situées au niveau des jambes. 

3. Pathologie associées au diabète de type 2 : la stéatose hépatique  

a) Généralités  

Le diabète de type 2 s’accompagne dans 80% des cas d’une surcharge pondérale ou d’une 

obésité. L’insulino-résistance et l’obésité qui l’accompagnent sont des facteurs de risque pour le 

développement des maladies du foie, les NAFLD pour « non alcoholic fatty liver disease ». Elles se 

caractérisent par un dépôt de lipides dans le cytoplasme des hépatocytes. L’évolution des NAFLD  
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A B 

repose sur la théorie du double « hit ». La forme la moins avancée est la stéatose hépatique qui 

correspond à une accumulation bénigne et réversible de triglycérides dans le foie (premier hit) mais 

qui rend les hépatocytes plus susceptibles à un second hit (cf. figure 17). Celui-ci correspond à une 

réponse inflammatoire menant à la stéato-hépatite ou NASH (non alcoholic steatohepatitis). Celle-ci 

est caractérisée par une stéatose macrovésiculaire associée à une inflammation (Buqué et al., 2008) 

et parfois à de la fibrose. La NASH peut elle-même progresser en cirrhose (Caldwell et al., 1999) 

puis, dans les formes les plus sévères, en hépatocarcinôme (Ratziu et al., 2002 ; Yang et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Théorie du double hit pour le développement des NAFLD (Buqué et al., 2008). 

 

La prévalence des NAFLD est en forte augmentation dans les pays industrialisés liée aux 

habitudes alimentaires. Parmi elles, la NASH a été identifiée chez environ 5% de la population 

générale et chez 20 à 25% des patients obèses (Brunt, et al., 1999 ; James and Day, 1998). 

a) Stéatose microvésiculaire et macrovésiculaire 

Dans la stéatose, les dépôts de lipides à l'intérieur des hépatocytes peuvent constituer des 

petites gouttelettes que l'on appelle stéatose microvésiculaire. Dans ce cas, le noyau des hépatocytes 

est central et le cytoplasme est spumeux du fait de vésicules cliniquement vides mesurant moins de 

1 mm (cf. figure 18A).  

  

 

 

 

 

 

Figure 18 : Exemple de stéatose micro et macrovésiculaire (D'après le Dr Antonini, CHB- Hôpital Paul Brousse). 

http://fr.clickintext.net/c/?t=cit&k=pNgZHUmU1VgQI8mU1YQSQtWCAAQHCkDCsBgZE8GUMFAZVhWAlJAMFEjD48lNBETU1QgNVxxASgQOJAjBARVaXZzAmdANSBTB2gAQShiBsBlZJcDA2IgEIcDAzQANQ5TARUVYBMmAzUgMO00XzEAZRdEByUVZDIGC8kwNGIDVvd1PDQ2B&ck=fr/ann/kelk/370113__&r=fdbf8fe91692d6eb38388df7b6b4c4f4&go=http%3A%2F%2Ftracking.publicidees.com%2Fclic.php%3Fpartid%3D13686%26progid%3D446%26adfactory_type%3D12%26url%3Dhttp%253A%252F%252Ffr.shoppingapis.kelkoo.com%252Fctl%252Fgo%252FsitesearchGo%253F.ts%253D1274523523822%2526.sig%253DOibQYgkDqnJFzk18TP8E7kvExcc-%2526offerId%253D3fb5dcba337201ed107e2aa70bef6e1f%2526searchId%253D10769877_1274523523816_1878692139%2526affiliationId%253D96924325%2526country%253Dfr%2526wait%253Dtrue%2526ecs%253Dok%2526comId%253D7294823%2526catId%253D100356223%26comid%3D106569%26h%3DeJwzNk6zMLVMNUi1NDI0MbIwMrSwSEozT7NMs0hKNk01MwYAhsMIfg%253D%253D&da=2
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En clinique, ce type de stéatose se traduit souvent par des nausées, des vomissements et un 

ictère dont l'évolution peut conduire à un coma, voire au décès. Si les hépatocytes sont au contraire 

gonflés et que le noyau est déplacé en périphérie, il s’agit de la stéatose macrovésiculaire (cf. figure 

18B) qui sera identifiée chez le patient par une hépatomégalie sans douleur et qui est le plus souvent 

bénigne. 

b) Formation de la stéatose hépatique 

L’insulino-résistance favorise la lipolyse adipocytaire, libérant ainsi une grande quantité 

d’acide gras non estérifiés (AGNE) qui sont captés par le foie. De plus, l’hyperinsulinisme, 

l’hyperglycémie mais aussi le stress oxydant favorisent la lipogenèse et la production d’acides gras 

(AG). Ces derniers et les triglycérides (TG) peuvent alors s’infiltrer de manière diffuse dans le foie 

en formant des gouttelettes lipidiques ou être excrétés dans le sang sous forme de lipoprotéines de 

très faible densité ou VLDL (cf. figure 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Etapes métabolique conduisant à la formation de la stéatose hépatique (Robichon et al., 2008). 

 

D. Les traitements du diabète 

1. L’insulinothérapie et ses analogues 

L’insulinothérapie s’adresse aux patients diabétiques de type 1 mais aussi aux patients 

diabétiques de type 2 devenus insulino-requérants.  

La production industrielle d’insuline a commencé dès 1923 au Etats-Unis par le groupe 

pharmaceutique Eli Lilly. Les premières insulines étaient purifiées à partir de pancréas de bœuf et 

de porc. Dans les années 1930, diverses préparations ont permis d'obtenir des formes d'action 

prolongée de l'insuline par cristallisation en présence de zinc ou par prolongation du temps de 
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résorption sous la peau par l'adjonction de protamine (insuline NPH). Les premières synthèses 

chimiques réussies de l’insuline sont réalisées en 1965. Ce n’est qu’entre 1978 et 1981 que la 

production industrielle d’insuline « humaine » est rendue possible, par :  

- hémisynthèse (par des procédés chimiques, un acide aminé de l’insuline porcine a été 

remplacé pour obtenir la structure de l’insuline humaine). 

- biosynthèse : le gène codant la fabrication de l’insuline est inséré dans un micro-

organisme qui va se multiplier et produire l’insuline, qui sera ensuite purifiée.  

Ces procédés ont permis de disposer de quantités suffisantes d’insuline en excluant le recours aux 

sources animales. 

En 1990, les premières variantes d’insuline sont créées par modification de la composition de 

l’insuline (changement d’un acide aminé par un autre, ajout de radicaux), ce qui permet de  modifier 

la vitesse et la durée d’action : ce sont les analogues de l’insuline produits par biosynthèse. Il existe 

aujourd’hui 5 classes d’insuline en fonction de leur durée d’action (cf. figure 20). 

 

 Noms Délai Durée 

Ultrarapides Humalog® (Lilly) 

Novorapid® (Novo Nordisk) 

Immédiat 3 heures 

Rapides Actrapid® (Novo Nordisk) 20 minutes 5 heures 

Semi-lentes ou NPH 

 

Insuman® Basal (Sanofi Aventis) 

Umuline® NPH  (Lilly) 

Insulatard® NPH  (Novo Nordisk) 

2 heures 12 heures 

Lentes Lantus® (Sanofi Aventis) 

Levemir® (Novo Nordisk) 

Immédiat 24 heures 

Mélanges Humalog
MD

 Mix 2 (Lilly) 

Novomix 30® (Novo Nordisk) 

Rapide 18 à 24 

heures 

 

Figure 20 : Caractéristiques des différentes classes d’analogues de l'insuline (liste non exhaustive). 

 

 Les injections 

Les injections d’analogues de l’insuline suivent majoritairement un schéma dit "basal/bolus". 

Cette insulinothérapie associe l’utilisation d’insulines lentes ou semi-lentes à heures fixes pour 

maintenir le taux basal, à l’utilisation d’insulines rapides ou ultrarapides au moment des repas pour 

reproduire le pic d’insuline physiologique par un bolus (cf. figure 21). Ce schéma 

d’insulinothérapie laisse une certaine liberté au patient, mais il n’est pas applicable à tous. Chaque 

patient est traité au cas par cas ; le type d’insuline (analogues) et la dose choisis étant ceux qui 

permettent de normaliser la glycémie en évitant les hypoglycémies.  

 



45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Schéma basal/bolus physiologique de l'insuline. 

 

 Les stylos à insuline 

De  nos jours, l’insuline n’est plus administrée par une aiguille et une seringue mais par des 

stylos injecteurs. Ces stylos peuvent être pré remplis jetables ou rechargeables à cartouches. Ils 

contiennent tous de l’insuline à 100 UI/mL. Les stylos couvrent toute la gamme des insulines. 

Grâce à un cadran analogique ou numérique qui indique les doses à injecter (1 à 2 unités au 

minimum), les stylos permettent un dosage simple et précis de l'insuline. Ils sont légers, faciles à 

transporter et très discrets d’utilisation.  

Il y a différents sites d’injections préférentiels en fonction du type d’insuline (cf. figure 22). 

Les lieux privilégiés sont le ventre, les bras et la cuisse. Les injections répétées peuvent être la 

cause de douleurs, de réactions allergiques locales et de phénomènes d’atrophie / hypertrophie du 

tissu adipeux, qui poussent les chercheurs à trouver une alternative aux injections cutanées répétées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Sites d'injections préférentiels d'insuline ou analogues de l'insuline 

(Source : "Mon guide de l'injection" BD, 2009). 

 



46 

 

 La pompe à insuline externe 

La pompe à insuline externe est un petit appareil de la taille d'un téléphone portable, qui est 

relié à un cathéter sous-cutané. L'injection se fait de manière réglable (réglage du débit d'insuline 

heure par heure) et continue en suivant un traitement de type "basal/bolus". En effet, de l'insuline 

rapide ou ultrarapide est administrée en continu, correspondant à l'insuline lente du schéma 

classique. La pompe permet d’adapter la dose en fonction des besoins, ce qui permet de réduire le 

nombre d'hypoglycémies sévères, notamment pendant la nuit. Ce "débit de base" est complété par 

des suppléments d'insuline au moment des repas ou en cas d'hyperglycémie, qui sont également 

administrés par la pompe.  

Les dispositifs comportent un réservoir-pompe externe et une interface de contrôle 

informatisée, connectée à un appareil de perfusion. Par l'intermédiaire d'un cathéter, le dispositif 

perfuse en continu une faible quantité d'insuline en sous cutané, selon un schéma programmé par 

l'utilisateur (cf. figure 23). Cependant le patient doit prendre sa glycémie et réguler le débit 

d'insuline ce qui reste contraignant. 

Ce traitement est adapté à tout le monde. Il est spécialement conseillé aux femmes enceintes 

et aux enfants. Cependant, il a été rapporté des risques d’acidocétose en cas de panne de la pompe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 23 : Photographie d'une pompe à insuline externe, reliée à un cathéter sous-cutané. 

 

 La pompe à insuline implantable 

Ce système associe une pompe en forme de disque située sous la peau et un cathéter interne 

situé dans l’abdomen ; l’ensemble est commandé par un boîtier externe (cf. figure 24). 

Le traitement par pompe implantable apporte des avantages complémentaires par rapport au 

traitement par pompe externe. La voie d’administration de l’insuline est intra-péritonéale au 

contraire de la première qui est sous-cutanée. De ce fait, l’insuline a une action plus physiologique, 

elle est résorbée plus rapidement et de façon régulière avec un premier passage hépatique.  

Malgré la réduction significative des fluctuations glycémiques et l’amélioration de la qualité de vie 

des patients diabétiques de type 1 (Renard and Schaepelynck-Belicar, 2007), ce système nécessite 

un acte chirurgical lourd. De plus, il existe des risques d’obstruction du cathéter car l’insuline peut 

se cristalliser induisant un défaut de perfusion.  
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Figure 24 : Photographie d'une pompe à insuline implantable. 

 

 Le pancréas artificiel (dispositif interne et externe) 

Le pancréas artificiel permet de mesurer la glycémie de façon autonome et de s’adapter à 

l’insulino-sécrétion. Son but est de fonctionner en circuit fermé et autorégulé. Il doit pouvoir réagir 

à toute modification de la glycémie en ajustant l'administration d'insuline. Le système repose sur la 

présence d’une pompe à insuline et d’un capteur de glucose. L’information glycémique perçue par 

le capteur est transmise par un câble sous-cutané à la pompe à insuline, qui va délivrer l’hormone. 

La pompe peut être implantée (cf. figure 25) ou externe (cf. figure 26). Les systèmes les plus 

avancés sont en cours d’essai clinique chez le patient diabétique. Ce système semble être bien 

accepté par les patients et fiable. Il permettrait de réduire ou de supprimer complètement 

l'intervention humaine dans la prise en charge du diabète. 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Dispositif du pancréas artificiel implanté. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 26 : Dispositif du pancréas artificiel à pompe externe. 
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2. La greffe de pancréas 

La greffe de pancréas chez les patients diabétiques de type 1 permet actuellement de 

normaliser durablement la glycémie en supprimant l'injection d'insuline, avec 82% des patients qui 

deviennent insulino-indépendants au bout de la première année post-greffe (Sutherland et al., 2001 ; 

1999). Toutefois, la greffe de pancréas est limitée à des patients devant subir une 

immunosuppression et une intervention chirurgicale pour la transplantation d’un autre organe 

comme le rein. Ce n'est que dans des cas exceptionnels, lorsque tous les autres traitements ont 

échoué et que les hypoglycémies deviennent invalidantes, que la greffe de pancréas seule est 

proposée. De plus, il existe d’autres facteurs limitant la greffe de pancréas, comme les problèmes 

liés au recueil d'organe, les complications chirurgicales liées à la transplantation d'organe et la mise 

en place d'un traitement immunosuppresseur chronique. 

3. La transplantation d’îlots de Langerhans 

Lors de la transplantation, les îlots de Langerhans sont injectés dans la veine porte pour qu’ils 

rejoignent le foie comme site d’implantation. Grâce aux améliorations des techniques d’isolement 

d’îlots depuis 1967, il est possible d'obtenir une quantité suffisante d'îlots de Langerhans 

fonctionnels pour envisager la transplantation chez l'homme. En effet, ce n’est qu’à partir de 1988, 

que la transplantation a connu un véritable essor avec l’équipe de Ricordi. Leur méthode semi-

automatique d’isolement d’îlots a permis d’améliorer les préparations de ceux-ci (Ricordi et al., 

1988). De plus, en 2000, l’équipe canadienne d’Edmonton a développé un nouveau protocole 

immunosuppresseur permettant d’obtenir une insulino-indépendance avec normoglycémie chez 

80% des patients diabétiques de type 1 ayant reçu une transplantation d'îlots après un an de suivi 

(Shapiro et al,. 2000). 

Cependant cette technique se heurte à de nombreuses difficultés. En effet, comme il s’agit 

d’une greffe, il existe des risques de rejet qui sont accentués par la toxicité du traitement 

immunosuppresseur. De plus, pour une transplantation, il faut recourir à 2 voire 3 pancréas 

humains. Ainsi, les problèmes de disponibilité de pancréas limitent la transplantation à un faible 

nombre de patients. 

4. Les mesures hygiéno-diététiques 

a) L’alimentation 

Pour améliorer le contrôle glycémique des patients diabétiques (type 1 et 2), il est nécessaire 

de modifier et contrôler leur régime alimentaire. Une réduction du poids est souvent nécessaire. 

Cette modification du régime alimentaire se fait avec l’accompagnement de médecins 

nutritionnistes ou de diététiciens. L'alimentation du diabétique doit être équilibrée parmi les 3 repas 
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quotidiens et comporter des glucides (environ 50% de l’apport énergétique total), des lipides (35%), 

des protéines (15%). Les glucides doivent provenir d'aliments à faible index glycémique comme le 

riz, les pâtes, le pain et les légumes secs. Les graisses seront limitées de préférence aux graisses 

d'origine végétale avec au maximum 5 à 10% d’acides gras saturés et 20 à 25% d’acides gras 

insaturés. Les sucres rapides tels que les boissons sucrées, les confitures, les confiseries et les glaces 

sont à bannir, de même que le grignotage. Un régime hypocalorique permet de réduire plus 

facilement le surpoids. En effet, des études indiquent que  la meilleure alimentation pour prévenir la 

prise de poids, l’obésité, le diabète de type 2 et les maladies cardiovasculaires est une alimentation 

pauvre en graisse et en boissons sucrées associée à une grande quantité de glucides, de fibres, de 

céréales et de protéines (Astrup, 2005). 

b) L’activité physique 

Associée à des règles alimentaires spécifiques, la pratique d’une activité physique régulière 

est indispensable (marche, vélo, natation…). Idéalement, une activité de 45 minutes, 3 jours par 

semaine voire tous les jours est requise. Cela permet de diminuer les besoins en insuline et 

l’insulino-résistance, de diminuer le taux de triglycérides par augmentation des récepteurs aux LDL 

et d’augmenter la dépense énergétique. Cependant, pour un patient diabétique de type 1, l’exercice 

physique ne doit pas être intense car il augmente le risque d’hypoglycémie. 

5. Les traitements médicamenteux 

a) Les antidiabétiques oraux (ADO) 

En général, les ADO sont prescrits après un échec des règles hygiéno-diététiques durant 3 à 6 

mois. Il existe 5 classes d’ADO, le traitement étant adapté à chaque patient diabétique : 

- Les biguanides (Metformine, Glucophage®500, 850, 1000) : ils réduisent l’insulino-

résistance en favorisant l’action de l’insuline sur les tissus-cibles, en inhibant la 

néoglucogenèse hépatique et en diminuant l’absorption intestinale de glucose. Ils sont 

indiqués chez des patients en surcharge pondérale et sont préconisés chez des patients sans 

surcharge pondérale ou en association avec un autre ADO. 

- Les sulfamides hypoglycémiants : ils stimulent la sécrétion d’insuline (Diamicron®). 

- Les glitazones (pioglitazone et rosiglitazone) : ce sont des molécules qui améliorent la 

sensibilité à l’insuline et la fonction β cellulaire, en diminuant l’insulino-résistance par action 

sur les récepteurs PPARγ. 

- Les inhibiteurs des alpha-glucosidases (Glucor®) ralentissent l’absorption digestive des 

glucides complexes. 

- Les glinides : ce sont des insulino-sécréteurs qui stimulent le pic précoce d’insulino-sécrétion. 
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Les ADO sont administrés majoritairement à des patients diabétiques de type 2, mais certains ADO 

sont administrés chez des patients diabétiques de type 1, comme les biguanides et les inhibiteurs des 

alpha-glucosidase, pour retarder l’absorption des glucides par l’intestin. 

b) Les incrétines et incrétino-mimétiques 

Les incrétines sont des peptides produits par les cellules L de l’intestin, souvent associées à 

des hormones et jouent sur la satiété. La plus connue des incrétines est le GLP-1 (Glucagon-like 

peptide 1). Il est secrété par les cellules du jéjunum et de l’iléon en présence de nutriments dans 

l’intestin, ce qui stimule la sécrétion d’insuline et diminue la néoglucogenèse hépatique. Cette 

hormone intéressante a malheureusement une demi-vie très courte car elle est rapidement dégradée 

par l’enzyme dipeptidylpeptidase-4 ou DPP-4. 

L’intérêt des scientifiques s’est alors porté sur le maintien de cette enzyme en développant : 

- des analogues du GLP-1 résistants à la dégradation par l’enzyme DPP-4, ce qui permet 

d’améliorer le contrôle de la glycémie et d’avoir un rôle positif sur la perte de poids, 

- des inhibiteurs de la DPP-4, permettant ainsi de retarder la dégradation du GLP-1. 

 

La régulation de la glycémie chez le patient diabétique doit être fine et permettre le retour à 

une homéostasie glycémique. Malgré tous les médicaments, traitements et mesures hygiéno-

diététiques qui ont été présentés dans ce chapitre, il reste difficile de réguler le taux de glucose dans 

le sang chez ces patients. 

Cette instabilité glycémique et l’hyperglycémie chronique qui y est associée, favorisent le 

développement du stress oxydant et des complications chez le patient diabétique. Le chapitre 

suivant présentera les liens étroits qui existent entre le diabète et ce stress oxydant. 

 

II. Le stress oxydant et le diabète 

A. Le stress oxydant et les systèmes de défenses 

1. Définition du stress oxydant 

Dans une cellule eucaryote normale, l’énergie nécessaire à son fonctionnement se fait de 

façon aérobie en utilisant des réactions d’oxydo-réduction. Ces réactions font intervenir des 

oxydants ou accepteurs d’électrons et des réducteurs ou donneurs d’électrons. Elles ont lieu dans la 

chaine respiratoire de la mitochondrie, qui fournit 90% de l’énergie nécessaire (Rolfe and Brown, 

1997). Dans cet organite intracellulaire, l’oxygène est l’accepteur final d’électron après une cascade 

de réactions d’oxydo-réduction, faisant intervenir quatre complexes protéiques. Lorsque l’oxygène 
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est transformé en molécule d’eau, cela permet de générer de l’ATP (adénosine triphosphate), 

molécule à haut potentiel énergétique (cf. figure 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Chaine respiratoire de la mitochondrie. 

 

 

Cependant 2 à 3% de l’oxygène n’est pas réduit en eau ; il est dévié pour former des 

radicaux libres ou des espèces dérivées de l’oxygène très réactives (Koppenol, 2001). Ces entités 

oxydantes sont physiologiquement maintenues en équilibre par de nombreux systèmes 

antioxydants. Quand un déséquilibre apparaît entre molécules pro-oxydantes et antioxydantes, en 

faveur des entités oxydantes, on parle alors de stress oxydant (Sies, 1991). Il peut être la cause de 

système antioxydant défectueux ou d’une quantité d’entités oxydantes produites trop importante. 

2. Les entités oxydantes et leur production 

  Les entités oxydantes sont souvent des radicaux libres, c'est-à-dire des espèces chimiques qui 

possèdent un électron célibataire ou non apparié sur la dernière couche électronique. Cet électron 

célibataire n’est pas compensé ce qui provoque des dérèglements dans leur champs magnétique, 

rendant ainsi ces espèces très instables. Elles vont alors tenter de récupérer des électrons sur 

d’autres molécules comme les substrats biologiques, en les oxydant. Il existe majoritairement trois 

grandes familles d’espèces réactives : 

- Les espèces réactives de l’oxygène ou ROS (Reactive Oxygen Species), issues de la réduction 

incomplète de l’oxygène, dont le précurseur est l’anion superoxyde O2
-.
. Il est à l’origine de 

la formation d’autres ROS tel que le peroxyde d’hydrogène H2O2 et le radical hydroxyl OH
.
. 

L’oxygène singulet 
1
O2 est également une entité oxydante. 

- Les espèces réactives de l’azote ou RNS (Reactive Nitrogen Species) qui donnent entre autres 

des peroxynitrites (ONOO
-
), du monoxyde d’azote NO

. 
et le radical peroxyle (ROO

.
). 

- Les espèces réactives du chlore ou RCS (Reactive Chlorine Species) comme l’acide 

hypochlorique, HOCl. 
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Enfin, il existe d’autres variétés d’entités oxydantes ou de radicaux, comme par exemple l’acide 

hypobromique, HOBr. 

a) La production des entités oxydantes au niveau cellulaire 

 Le précurseur des ROS, l’anion superoxyde O2
-.
 peut provenir de plusieurs sources 

cellulaires. Il est formé après réduction de l’oxygène O2 par un électron et en présence d’un 

cofacteur NADPH. Cet anion est très instable et peut traverser la membrane plasmique (Mao and 

Poznansky, 1992). Les différentes enzymes permettant cette réaction sont : la NADPH oxydase, la 

xanthine oxydase, les cyclo-oxygénases ou COX, les lipo-oxygénases, les Nitric Oxyde Synthases 

(NOS), les enzymes du réticulum endoplasmique lisse (cytochrome P450) et celles de la chaîne de 

transport des électrons dans la mitochondrie (Cai and Harrison, 2000) (cf. figure 29).  

 Les NOS génèrent normalement du monoxyde d’azote NO, mais lorsque la concentration de 

son cofacteur, la tétrahydrobioptéridine (BH4) diminue, elle produit O2
-.
. De plus, le NO formé par 

les NOS peut réagir avec l’anion superoxyde pour former des peroxynitrites, un composé oxydant 

secondaire. 

 Les superoxydes dismutase (SOD) vont ensuite dismuter l’anion superoxyde en peroxyde 

d’hydrogène H2O2 qui est relativement stable et peut diffuser au travers des membranes. Cette 

molécule donne ensuite via la réaction de Fenton (non enzymatique) une entité très réactive, le 

radical hydroxyle, OH
.
. Le peroxyde d’hydrogène peut également entrer dans une voie alternative 

et être converti en eau par les enzymes catalase et glutathion peroxydase (cf. figure 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Schéma récapitulatif des sources des ROS, des enzymes impliquées 

dans la défense antioxydantes et des cibles biologiques (source personnelle). 
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La réaction de Fenton implique des métaux de transition. L’oxydation de l’ion ferreux (Fe
2+

) en ion 

ferrique (Fe
3+

) en présence de peroxyde d’oxygène H2O2 génère le radical hydroxyle, le plus 

puissant oxydant de la famille des ROS, car il ne peut être détruit enzymatiquement. A noter que la 

réaction de Fenton peut se faire directement à partir de l’anion superoxyde pour générer le même 

radical (cf. figure 29). 

 

 

 
Figure 29 : Réaction de Fenton. 

 

 

b) Les facteurs environnementaux comme source de ROS 

Les facteurs environnementaux contribuent également à la formation d’entités radicalaires 

ou de ROS. Une production beaucoup trop importante d’entités réactives est observée dans le cas 

d’intoxication aux métaux lourds ou dans les phénomènes d’irradiation. En effet, des études menées 

sur des plasmas d’enfants vivant dans des zones pétrochimiques polluées en Serbie ont montré une 

augmentation de 26% d’un marqueur de peroxydation lipidique (malondialdéhyde) et une 

diminution de 11% de l’activité de l’enzyme SOD (Hatch, 2010). De plus, des métaux lourds 

comme le cadmium, le mercure ou l’arsenic sont souvent trouvés dans l’environnement. L’Homme 

y est de plus en plus exposé que ce soit par le sol, l’air ou l’eau. Des études ont montré que ces 

métaux lourds ont la capacité de générer des espèces radicalaires actives, provoquant des dommages 

cellulaires importants en diminuant les activités enzymatiques et en lésant la bicouche lipidique et 

les molécules d’ADN (Flora et al., 2008). 

Les radiations UV, notamment les UV B, provoquent des dommages au niveau de l’ADN 

(Sutherland, 1980). Les champs électriques, l’apport de xénobiotiques pro-oxydants et la présence 

de cytokines pro-inflammatoires sont également des sources de stress oxydant. En outre, des résidus 

de la fumée de cigarette, l’alcool ou même certains médicaments sont une source importante de 

radicaux libres par oxydation des composés au niveau du cytochrome P450 (Favier, 2003). 

3. Rôle physiologique des entités oxydantes  

De façon physiologique, les espèces réactives radicalaires (OH
.
) ou non (H2O2), existent 

dans les cellules et dans les tissus à des concentrations faibles mais mesurables (Halliwell and 

Gutteridge, 1989 ; Sies, 1993). Elles protègent, régulent la cellule et permettent de maintenir une 

certaine homéostasie de l’état redox de l’organisme. Lorsqu’elles sont produites dans un 

compartiment cellulaire spécifique, elles peuvent participer au fonctionnement de certaines 

enzymes, intervenir dans la défense immunitaire, agir en tant que second messager cellulaire, 
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intervenir dans les voies de transduction du signal et ainsi réguler les fonctions cellulaires (Dikalov 

et al., 2007).  

a) Messagers intra et extracellulaire 

Les radicaux libres ou les espèces réactives constituent par eux-mêmes un système de 

transmission de signaux, qui serait apparu très tôt dans la vie (Favier, 2003). Ils peuvent être 

considérés comme des messagers intra et extracellulaire car ils permettent d’induire des réponses 

cellulaires face à de nombreux stress. Ces stress peuvent être d’origine thermique ou induits par des 

radiations comme les ultraviolets ou par des xénobiotiques (pesticides, médicaments), ce qui 

conduit à l’expression de gènes de défenses (SOD à manganèse, catalase...). 

Ils participent aux cascades de signalisation intracellulaire dans de nombreuses cellules 

comme les fibroblastes, les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et le tissu 

thyroïdien (Dröge, 2002). 

b) Régulation du tonus vasculaire et autre fonction du NO 

Le monoxyde d’azote (NO) extracellulaire ou produit par les NOS, a la capacité de se fixer et 

d’activer la guanylate cyclase, produisant un second messager important à l’origine de nombreuses 

réponses physiologiques, le GMPc (Gerzer et al., 1981). Dans les cellules musculaires lisses, 

l’activation de la protéine kinase GMPc dépendante permet la phosphorylation et l’activation de 

canaux potassiques calcium dépendants responsables de la relaxation des vaisseaux (Archer et al., 

1994). Le NO joue également un rôle dans l’inhibition de l’adhésion plaquettaire (Radomski et al., 

1987). 

c) Défense immunitaire et « Burst Oxydatif » 

Dans les leucocytes et notamment les polynucléaires neutrophiles (PN), les entités oxydantes 

participent très activement à la défense de l’organisme par leur action toxique notamment sur les 

bactéries par le phénomène de « burst oxydatif ». Dans un environnement inflammatoire, les PN 

sont attirés par des facteurs chimiotactiques et atteignent le lieu de l’infection par diapédèse. Ils 

phagocytent les microorganismes dans le phagosome qui fusionne avec les granules lysosomiales 

pour former le phagolysosome à l’intérieur duquel les particules infectieuses sont digérées. Cette 

activation des neutrophiles permet la libération de protéines cationiques, la lactoferrine et des 

enzymes hydrolytiques et protéolytiques, et implique l’isoforme phagocytaire de la NADPH 

oxydase, la myéloperoxydase ou MPO (Serteyn, 2003) et la NOS. La NADPH oxydase relargue une 

grande quantité d’anions superoxydes qui sont ensuite dismutés en peroxyde d’hydrogène dans la 

fente du phagosome qui contient du chlorure à forte concentration. Ainsi, le peroxyde d’hydrogène 

et le chlorure vont être utilisés par la MPO pour former de l’acide hypochlorique (HOCl),  qui peut 
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réagir avec l’anion superoxyde pour former le radical hydroxyle, qui va exercer son attaque 

oxydante (Serteyn, 2003).  

Le but est d’éliminer les micro-organismes en produisant des espèces oxydantes capables de 

détruire les capsules polysaccharidiques bactériennes résistantes aux enzymes protéolytiques 

(Babior, 1999 ; Babior, 2000). Le burst oxydatif est la première ligne de défense dans un 

environnement pathogène (Dröge, 2002). 

4. Les cibles biologiques du stress oxydant 

Les entités oxydantes étant très réactives, elles réagissent avec les premières molécules 

qu'elles rencontrent. Elles ont comme cibles les lipides, les acides nucléiques, les protéines et les 

sucres (Beckman and Ames, 1998).   

a) Les lipides 

Les cibles des ROS sont principalement les acides gras polyinsaturés, en raison de la présence 

de nombreuses doubles liaisons, comme l'acide linolénique ou l'acide eicosapentenoïque. Les 

réactions radicalaires sont à l'origine de la peroxydation lipidique qui se traduit in vitro par le 

rancissement. Le mécanisme radicalaire comporte trois étapes : l’initiation, la propagation et la 

terminaison (Halliwell and Gutteridge, 1989).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 30 : Schéma de peroxydation lipidique (D'après Douste-Blazy and Mendy, 1988). 

 L’initiation débute avec un radical hydroxyle  (1) qui attaque l’acide gras pour former un site radicalaire 

sur le carbone. L’oxygène, par sa nature biradicalaire réagit sur ce site (2) et assure la propagation. 

Ensuite le radical peut être transféré sur un autre acide gras, formé un hydroperoxyde (3) et l’acide gras 

radicalaire repart dans le circuit de peroxydation (4). Le radical formé à l’étape 2 peut se combiner avec 

une autre espèce radicalaire et assurer la terminaison par formation d’une liaison covalente. 
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La phase d’initiation débute par une cassure homolytique d’une liaison sous l’arrachement 

d’un hydrogène (cf. figure 30). Pour réaliser cette cassure, il faut un initiateur qui peut être une 

molécule oxydée sous forme radicalaire. Les atomes impliqués partent chacun avec un électron 

célibataire (atome de carbone d'une molécule d'acide gras, par exemple) ; il y a alors libération 

d’une molécule d’eau et création d’un site radicalaire au sein de la molécule. L’électron célibataire 

va se déplacer dans la molécule et provoquer des réarrangements. La propagation est réalisée par la 

fixation d'une molécule d’oxygène, qui réagit rapidement sur le site radicalaire. Le radical formé 

peut soit réagir avec un autre acide gras formant ainsi un hydroperoxyde et un nouveau site 

radicalaire qui assure la propagation, soit réagir avec une autre entité radicalaire pour reformer une 

liaison covalente.  

L’hydroperoxyde formé au cours de la réaction peut également être oxydé en présence de fer 

ferreux (Fe
2+

) ou d’ion cuivre (Cu
2+

) pour former des alcanes volatiles rapidement éliminés lors de 

la respiration (Favier, 2003) ou des aldéhydes comme le malondialdéhyde (MDA) et le 4-

hydroxynonénal (4-HNE). Ces agents alkylants très puissants peuvent former des adduits avec les 

protéines aux niveaux des résidus lysine, histidine ou cystéine, formant ainsi des bases de Schiff et 

des pontages intra et intermoléculaires (Requena et al., 1996). 

L’attaque des lipides concerne les lipoprotéines circulantes ou les phospholipides 

membranaires. Dans le premier cas, l’oxydation des lipides ou des lipoprotéines circulants aboutit à 

la formation de LDL (lipoprotéines de densité légère) oxydés qui peuvent être captés par les 

macrophages et former des dépôts lipidiques de la plaque d’athérome. Dans le second cas, l’attaque 

des phospholipides membranaires modifie la fluidité de la membrane et perturbe le fonctionnement 

des récepteurs et transporteurs se trouvant à leur surface (Favier, 2003). 

L’accumulation du MDA, associé aux lipides, va former des dépôts d’un pigment 

fluorescent de lipofuschines caractéristiques des tissus des sujets âgés (Chowdhury et al., 2004). Le 

MDA, le 4-HNE ou les LDL-oxydés sont retrouvés en grandes quantités lors des différents stades 

de l’athérosclérose, lors d’atteinte chronique rénale et rétinienne chez les patients diabétiques, 

obèses et insulino-résistants (Palinski et al., 1989 ; Torzewski et al., 1998 ; Makita et al., 1996 ; 

Fraley and Tsimikas, 2006 ; Grimsrud et al., 2007).  

b) Les acides nucléiques 

Les dommages médiés par le stress oxydant au niveau de l’ADN sont de cinq types (cf. figure 

31) : l’oxydation des bases, la formation de sites abasiques, d’adduits intra-caténaires, des cassures 

des brins et des pontages ADN-protéines (Cadet et al., 2002).  
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Figure 31 : Types de lésions de l'ADN provoqués par les attaques radicalaires (d'après Favier, 2003). 

 

 

Au niveau de l’ADN, la guanine est très sensible à l’oxydation. Des bases modifiées telles que 

la 8-oxoguanine, 8-nitroguanine et 8-oxoadénine peuvent entraîner des coupures d’ADN ou des 

mésappariements ayant pour conséquence des mutations de l’ADN. Les attaques radicalaires 

peuvent avoir lieu au niveau de la liaison entre des désoxyriboses et des bases puriques et 

pyrimidiques, formant un site abasique ou attaquer directement le désoxyribose générant des 

coupures de chaîne simple brin (Favier, 2003). 

Des adduits peuvent également se former avec des aldéhydes mutagènes générés au cours de 

la peroxydation lipidique. Par exemple, le malondialdéhyde peut se combiner avec des bases 

comme la guanine et former un adduit MDA-guanine. Les protéines présentes au niveau de l’ADN 

comme les histones ou les enzymes de réplication, sont la cible également des entités radicalaires 

entraînant la formation d’adduits ou de pontage (Favier, 2003). 

Les coupures simples ou doubles brins de l’ADN responsables de mutations peuvent aboutir à la 

mort cellulaire (Imlay and Linn, 1988 ; Zastawny et al., 1998) si les systèmes de réparation par 

excision de bases (BER) ou de nucléotides (NER), par exemple, sont dépassés et ne permettent plus 

la réparation de la cellule. 

c) Les protéines 

Les protéines subissent des modifications au cours du stress oxydant, soit sous l'action des 

radicaux libres oxygénés, soit en présence de métaux de transition (Stadtman, 1990 ; 1993). Il 

s'ensuit plusieurs types de modifications : fragmentation de la protéine, oxydation des chaînes 

latérales des acides aminés et formation de liaisons croisées entre deux protéines (Bonnefont-

Rousselot et al., 2001). 

Tous les acides aminés peuvent être oxydés ; ainsi la méthionine peut se transformer en 

méthionine sulfoxyde et la tyrosine en nitrotyrosine. Les protéines constituées de ces acides aminés 
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oxydés peuvent l’être de façon irréversible ou non. En effet, dans le cas de l’oxydation des 

méthionines, celles-ci peuvent être régénérées par des enzymes méthionine sulfoxyde réductase. 

L’attaque des radicaux sur les fonctions thiols (SH) des cystéines conduit à la formation de ponts 

disulfures (S-S) modifiant la structure de la protéine. Ces modifications peuvent conduire à la perte 

de la fonction ou de l’activité de la protéine (Dean et al., 1997) et il en résulte que les protéines 

modifiées deviennent plus sensibles à l’action des protéases et sont donc éliminées par le 

protéasome. 

d) Les sucres  

En présence de métaux, l’oxydation du glucose peut libérer des céto-aldéhydes, du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) et des anions superoxydes (OH
.
), et entraîner la coupure de protéines et leur 

glycation par attachement du céto-aldéhyde (Wolff et al., 1989) formant un dérivé de produit de 

glycation avancé (AGE, Advanced Glycation End product). 

5. Le stress oxydant et les pathologies 

 Une production importante de ROS joue un rôle dans la pathogénèse de nombreuses 

maladies. Ils sont impliqués dans l’ischémie/re-perfusion, les maladies neurodégénératives, les 

cancers, l’infarctus, le diabète, l’hypertension mais aussi dans la formation des lésions vasculaires 

de l’athérosclérose (Madamanchi et al., 2005 ; Mueller et al., 2005). 

a) L’ischémie re-perfusion 

Ce phénomène a beaucoup été décrit au niveau du cœur (Ceconi et al., 2003). Lors de 

l’ischémie, le glucose sanguin chute comme la glycolyse, la phosphorylation oxydative et la 

production d’ATP. La déplétion en ATP provoque d’une part, une accumulation de l’AMP 

responsable d’une accumulation d’hypoxanthine, et d’autre part, une diminution de l’activité de la 

pompe Na
+
/K

+
 ATPase nécessaire au maintien du gradient d’ions sodium et potassium entre la 

cellule et le compartiment extracellulaire. Ce maintien n’étant plus assuré, une dépolarisation 

membranaire a lieu provoquant un entrée massive de Ca
2+

 dans la cellule (Katsura et al., 1993) à 

l’origine de la formation de ROS au niveau mitochondrial et de l’activation d’une protéase calcium 

dépendante comme la calpaïne (Budd, 1998). Les ROS associées à la calpaïne, vont convertir la 

xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase dont l’accepteur final d’électron est l’oxygène 

générant ainsi des anions superoxydes et H2O2 (Sorg, 2004). 

b) L’athérosclérose 

L’athérosclérose est une atteinte des grosses et moyennes artères par une accumulation de 

graisses dans la paroi artérielle. Cette accumulation de graisses forme les plaques d’athérome, qui 

sont composées de LDL oxydées. Suite à une réponse inflammatoire, les monocytes et les LDL 
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pénètrent dans le sous-endothélium vasculaire et les radicaux libres attaquent les LDL. Les LDL 

oxydées sont captées par les macrophages (monocytes activés), qui se transforment en cellules 

spumeuses. Celles-ci vont alors dégénérer et former une plaque. Les ROS participent également à la 

formation de la plaque fibreuse. Ils sont produits par des enzymes activées lors de ce processus 

(NADPH oxydase, NOS, xanthine oxydase). Ensuite, des éléments thrombogènes de la plaque sont 

libérés et activent les plaquettes circulantes. Il en résulte la formation d’un thrombus par cascade de 

coagulation (Sorg, 2004). 

c) Le cancer 

Les espèces réactives semblent également jouer un rôle non négligeable dans la 

cancérogenèse, puisqu’elles peuvent être responsables de mutations dans l'ADN, ce qui constitue un 

facteur de risque dans l'initiation et le développement du cancer  (Migliore and Coppedè, 2002). Les 

radicaux libres interviennent dans l’activation des pro-carcinogènes en carcinogènes, créant des 

lésions de l’ADN, amplifiant les signaux de prolifération et inhibant des gènes suppresseurs de 

tumeurs, comme  p53 (Favier, 2003). 

d) Les maladies neurodégénératives 

Des études ont montré que dans des cerveaux de patients souffrant de la maladie d’Alzheimer, 

beaucoup de marqueurs du stress oxydant étaient retrouvés et il a été montré qu’ils aggravaient les 

symptômes associés à la maladie (Rao and Balachandran, 2002 ; Hardy and Selkoe, 2002 ; Mattson, 

2002). Dans la maladie de Parkinson, c’est la dégénérescence des neurones dopaminergiques de la 

substance noire qui est responsable de la pathologie. L’auto-oxydation de la dopamine produit des 

anions superoxydes et du peroxyde d’hydrogène dans cette même zone cérébrale. Les neurones 

dopaminergiques soumis à de fortes concentrations en ROS peuvent dégénérer si les défenses 

antioxydantes ne sont pas suffisantes (Sorg, 2004). 

e) L’âge 

Deux théories expliquent le vieillissement, l’une génétique et l’autre métabolique. La 

première rend compte de la diminution des télomères aux cours de la réplication cellulaire et la 

seconde de l’accumulation des déchets métaboliques produits par l’organisme. Les marqueurs du 

stress oxydant sont élevés chez les personnes âgées (Finkel and Holbrook, 2000). Le vieillissement 

diminue les défenses antioxydantes et augmente la production par les mitochondries de radicaux 

(Sohal et al., 2002). 

f) Le diabète 

Lors de la pathologie diabétique, l’hyperglycémie constitue un stress oxydant (Leverve, 

2003). Elle est responsable de l’augmentation de la glycolyse qui par accroissement du potentiel de 
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membrane mitochondriale augmente la formation de radicaux. De plus, elle inhibe la 

glycéraldéhyde-3 phosphate déshydrogénase ce qui diminue la formation du cofacteur réduit 

NADPH, H
+
 essentiel à la régulation de l’homéostasie redox (Berger, 2006). Le rôle du stress 

oxydant dans cette maladie sera détaillé dans le chapitre suivant. 

B. Implications du stress oxydant dans le diabète et pathologie associée 

1. Glutotoxicité liée à l’hyperglycémie 

Les mécanismes de la toxicité du glucose au niveau des tissus cibles des complications du 

diabète sont multiples (Benhamou, 1991). Le glucose exerce son effet toxique et forme des ROS par 

différents mécanismes. Il a été montré chez des rats Goto-Kakizaki (GK), diabétiques de type 2, non 

obèses, une augmentation des marqueurs du stress oxydant suite à une hyperglycémie (Ihara, et al., 

1999). Les mécanismes conduisant à la formation de ROS sont notamment, le phénomène d’auto-

oxydation du glucose, la voie des polyols, la voie de la PKC et la glycation des protéines avec 

formation des produits avancés de fin de glycation (AGEs). 

a) L’auto-oxydation du glucose 

L’auto-oxydation du glucose a été décrite par Wolff et Dean (1987). Le glucose dans sa forme 

linéaire (projection de Fischer) possède une fonction aldéhyde et une fonction hydroxyle adjacente 

en équilibre avec la forme ène-diol (cf. figure 32).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 32 : Représentation selon la projection de Fischer du glucose et de sa forme 

ène-diol (Thornalley et al., 1999). 

 

C’est sous cette dernière forme que le glucose est capable de façon isolée de s’oxyder en présence 

de métaux de transition, aboutissant à la formation d’un radical anionique ène-diol. Ce radical peut 

ensuite réagir avec l’oxygène pour libérer des anions superoxydes. Au cours de cette réaction, il y a 

formation d’α-cétoaldéhyde, qui peut réagir avec des métaux de transition via la réaction Fenton 

pour former des radicaux hydroxyles très réactifs (Hunt et al., 1988 ; Wolff et al., 1991 ; Hunt and 

Wolff, 1991). 
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b) La voie des polyols 

A l’état de normoglycémie, le glucose est transformé par l’hexokinase en glucose-6-

phosphate pour rejoindre la glycolyse et la voie des pentoses phosphates. Cependant, dans le cas 

d’une hyperglycémie, l’hexokinase est saturée (Gonzalez et al., 1984). Le glucose, de ce fait, 

s’accumule dans les tissus périphériques et active une voie accessoire, la voie des polyols. 

Dans cette voie, le glucose est transformé en sorbitol par l’aldose réductase, qui n’est activée 

qu’en présence d’une hyperglycémie, car elle possède une faible affinité pour le glucose (King and 

Brownlee, 1996). La réaction a lieu en présence du cofacteur NADPH, H
+
 issu de la voie des 

pentoses phosphates. Le sorbitol est ensuite transformé en fructose par la sorbitol déshydrogénase, 

dont le cofacteur est le NAD
+
 (cf. figure 33). Le sorbitol, qui ne peut pas franchir la membrane 

plasmique, s’accumule dans la cellule, et augmente la pression osmotique, entraînant une 

hyperosmolarité intracellulaire (Burg, 1995). La production accrue de fructose par cette voie peut 

également stimuler la formation des AGEs grâce au plus grand pouvoir réducteur du fructose par 

rapport au glucose (Suarez et al., 1988). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Voie des polyols et autres voies du catabolisme du glucose (Thèse de C. Januel, 2003). 

 

 

L’activation de cette voie peut avoir des effets délétères (Brownlee, 2001). La principale 

conséquence est la modification du statut redox intracellulaire résultant de la baisse en NADPH, H
+
, 

au détriment du fonctionnement de nombreuses enzymes antioxydantes comme la glutathion-

réductase, l’ascorbate-réductase et la NOS qui utilisent ce cofacteur (Bravi et al., 1997). Cette 

baisse de cofacteur et de GSH réduit augmente la sensibilité de la cellule au stress oxydant 

(Brownlee, 2005). 

 

Pyruvate 
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c) La voie de la PKC 

Une hyperactivité de la protéine kinase C au cours du diabète dans de nombreux tissus est une 

des hypothèses avancées (King and Brownlee, 1996). L’hyperglycémie induit une synthèse accrue 

de diacylglycérol (DAG) à partir des intermédiaires de la glycolyse, qui est un cofacteur activateur 

des différentes isoformes de la PKC (Xia et al., 1994). L’augmentation de l’activité de l’enzyme 

induit une augmentation de l’expression des gènes néfastes pour la cellule et au contraire, diminue 

celle des gènes bénéfiques. En effet, elle augmente l’expression de facteurs vasoconstricteurs 

(endothéline-1) en diminuant ceux vasodilatateurs (NO). Elle induit également l’expression de 

gènes pro-inflammatoires et augmente la production de ROS par la NADPH oxydase (Brownlee, 

2005) (cf. figure 34).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Conséquences de l'activation de la PKC induite par l'hyperglycémie (Brownlee, 2005). 

 

 

d) Glycation des protéines et formation des AGEs 

 Formation des AGEs 

Un autre rôle cytotoxique du glucose concerne la glycation lente non enzymatique des 

protéines (Brownlee and Cerami, 1981). Le glucose (ou autre sucre réducteur) réagit avec la 

fonction amine N-terminal des protéines ou d’un acide aminé, le plus souvent une lysine, ce qui 

permet la formation d’une base de Schiff qui se réarrange en produit d’Amadori. Cette réaction est 

très dépendante du temps d’exposition au sucre et de la concentration de celui-ci. La formation de 

ces composés est réversible (Brownlee et al., 1984). Par la suite, les produits d’Amadori se 

dégradent irréversiblement en α-céto-aldéhyde comme le 1 et 3-désoxyglucosone, qui peut encore 

réagir avec des protéines pour former des adduits fluorescents appelés produits de Maillard 

(McLaughlin et al., 1980 ; Nojorge et al., 1987 ; Monnier, 1989) ; (cf. figure 35).  
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Figure 35 : Formation des AGEs par la voie de Maillard (Thèse de C. Januel, 2003). 

 

 

Les produits de Maillard sont aussi appelés produits de glycation avancées (AGEs) et sont 

fortement mutagènes. De plus, ils ne peuvent pas être détruits car le protéasome ne peut détruire les 

protéines glyquées. Ces produits s’accumulent alors dans la cellule et peuvent entraîner un 

dysfonctionnement de son métabolisme, finissant par engendrer sa mort. 

La formation d’AGEs est dépendante des ROS ; elle est augmentée par la production de MDA 

et par la diminution de GSH réduit (Jain and Palmer, 1997). Une fois formées, les protéines 

glyquées produisent également des anions superoxydes (Gillery et al., 1988).  

La glycation touche des protéines comme l’albumine, les immunoglobulines, le fibrinogène, 

le collagène et les LDL. La protéine glyquée la plus connue est l’hémoglobine glyquée, HbA1c dont 

le taux est utilisé en clinique comme indice du contrôle métabolique de la glycémie (Koenig et al., 

1976). 

 Conséquences de la glycation 

La glycation peut provoquer une altération des activités enzymatiques (présence d’un résidu 

lysine glyquée au voisinage du site actif de l’enzyme ou modification de la conformation de 

l’enzyme), la formation d’agrégats entre les protéines (Brownlee et al., 1988) et la perte d’une 

partie des propriétés mécaniques de la paroi vasculaire par épaississement de celle-ci et par 

diminution de la fluidité membranaire. La glycation au niveau des acides nucléiques entraîne des 
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cassures des chromosomes, une atteinte des processus de réparation, de réplication et de 

transcription.  

 Entretien de l’état oxydant 

La formation AGEs est source de ROS (Kennedy and Lyons, 1997). Au niveau du 

macrophage, des cellules endothéliales, des fibres musculaires lisses et des fibroblastes, les AGEs 

peuvent se fixer sur des récepteurs spécifiques appelés RAGE (Receptor of Advenced Glycation 

End products). La liaison des AGEs au récepteur RAGE des cellules provoque la formation de 

radicaux libres, notamment in vitro par activation de la NADPH oxydase, dans les cellules 

endothéliales (Wautier et al., 2001). Cela a été démontré in vivo par Thallas-Bonke et al. en 2008. 

La production de ROS intracellulaires est également stimulée par la liaison AGE/RAGE dans le 

cortex rénal (Coughlan et al., 2009). 

2. Stress oxydant et hyperinsulinisme (cas du diabète de type 2) 

L’hyperinsulinisme, comme l’augmentation des acides gras et des glucides, génère un stress 

oxydant. L’insuline inhibe la dégradation des protéines oxydées par inhibition du protéasome, ayant 

pour conséquence une accumulation de protéines oxydées dans la cellule (Facchini et al., 2000). Xu 

et Badr (1999) ont par ailleurs montré, chez des rats Sprague Dawley ayant une insulinémie 6 fois 

plus élevée que la normale maintenue sur une semaine, une inhibition de l’oxydation des acides gras 

et de l’activité de la catalase. L’insuline stimule également la production d’H2O2 dans les cellules 

adipeuses en culture (Krieger-Brauer and Kather, 1992). Une autre étude a montré qu’une 

exposition accrue à l’insuline provoque une augmentation importante d’O2
-.
 dans les cellules 

endothéliales (Kashiwagi et al., 1999). 

L’inhibition de la catalase et la stimulation de la production d’H2O2, permettent de dire que 

l’insuline et a forciori l’hyperinsulinisme entraînent une production de ROS dans les tissus. 

3. Molécules pro-oxydantes et antioxydantes de la cellule β 

a) Enzyme pro-oxydante : la NADPH oxydase 

L’enzyme pro-oxydante NADPH oxydase permet la génération d’anions superoxyde par 

oxydation du NADPH, H
+
 en NADP

+
. Elle est exprimée dans les cellules β d’îlots de rat et in vitro 

sur des cellules β de hamster syrien HIT-T15 (Oliveira et al., 2003) et de souris MIN-6 (Tsubouchi 

et al., 2005). Uchinozo et al. (2006) ont montré que les cellules β de rat exprimaient une NADPH 

oxydase de type phagocytaire (cf. figure 36). Elles expriment les ARNm de différentes sous-unités 

associées à la membrane plasmique de la NADPH oxydase, Nox1, Nox2 (gp91
phox

), Nox4 et 

p22
phox

, et les sous unités cytosoliques Noxo1 (homologue de p47
phox

) et Noxa1 (homologue de 

p67
phox

). 
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Figure 36 : Représentation schématique de la NADPH de type phagocytaire 

sous forme active (Ray and Shah, 2005). 

 

Des études ont montré une augmentation de Nox2 et Nox4 dans un modèle de rats rendus 

diabétiques par injection de streptozotocine STZ (Etoh et al., 2003) et chez des rats et souris 

diabétiques de type 2 (Nakayama et al., 2005). L’activation de la NADPH oxydase résulte en une 

augmentation du stress oxydant. 

b) Défenses antioxydantes des cellules β 

Les cellules β pancréatiques sont très vulnérables au stress oxydant de par leur déficience en 

enzymes antioxydantes telles que la catalase, la superoxyde dismutase à cuivre/zinc (Cu/Zn SOD) et 

la glutathion peroxydase (Grankvist et al., 1981 ; Lenzen et al., 1996) qui représentent la première 

ligne de défense contre le stress. De plus, elles présentent une faible concentration en glutathion 

réduit GSH (Ammon et al., 1983). 

Des études ont montré qu’une surexpression de la Gpx, de la CAT et de la SOD à cuivre/zinc 

dans des cellules insulino-sécrétrices les protégeaient du stress oxydant (Tiedge et al., 1999 ; Kralik 

et al., 1998). In vivo, d’autres études ont mis en évidence l’effet protecteur d’une surexpression de 

la SOD à cuivre/Zinc chez une souris transgénique en augmentant la tolérance des cellules β au 

stress oxydant induit par l’alloxane (Kubisch et al., 1994 ; Kubisch, 1997). De plus, l’effet 

diabétogène de la streptozotocine est diminué chez des souris transgéniques surexprimant dans les 

cellules β, la thiorédoxine, une enzyme antioxydante (Hotta et al., 1998). 

Dans les cellules RINm5F, la surexpression de la catalase, de la Gpx et de la Cu/Zn SOD 

protège les cellules β contre la fragmentation de l’ADN induit par des cytokines (Lortz et al., 2000). 

4. Effet du stress oxydant sur l’insulino-sécrétion et l’insulino-résistance 

Les ROS perturbent et inhibent l’insulino-sécrétion (Krippeit-Drews et al., 1994) en inhibant 

la transduction du signal du glucose dans les cellules β. En effet, le peroxyde d’hydrogène à une 

dose de 1mmol/L sur des îlots de souris, inhibe la sécrétion d’insuline en diminuant le ratio 
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ATP/ADP intracellulaire. Par conséquent, une activation des canaux potassiques ATP-dépendant 

entraîne une hyperpolarisation membranaire (Krippeit-Drews et al., 1999) qui empêche la libération 

de l’insuline par la cellule β (cf. figure 37). Ces études ont été confirmées sur des îlots de rat (Kim 

et al., 1994) et humain (Jahr et al., 1995) avec des doses en peroxyde d’hydrogène comprises entre 

0,1 et 0,5mmol/L. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Effet du stress oxydant sur l'insulino-sécrétion. 

 

 

La baisse de la concentration en ATP est due à une attaque des ROS sur les mitochondries. La 

mitochondrie est une des premières sources de ROS mais elle est également sa principale cible. 

Elles peuvent inhiber la chaîne respiratoire (Shiva, 2004) et endommager des composés 

mitochondriaux comme l’ADN mitochondrial. Ce dernier est dépourvu d’histones et de systèmes de 

réparation efficaces comparé à l’ADN nucléaire (Bohr, 2002 ; Stevnsner et al., 2002). Il est donc 

plus sensible à l’attaque des espèces réactives. L’ADN mitochondrial, une fois altéré, perturbe 

également le fonctionnement de la chaîne respiratoire, générant des ROS.  

De plus, d’autres études ont montré que des produits de peroxydation lipidique comme le 

4-HNE diminue la sécrétion d’insuline (Miwa et al., 2000). 

 

Les ROS sont également impliquées dans l’insulino-résistance. Des études sur des cellules en 

culture démontrent que les ROS inhibent la transduction du signal de l’insuline. Elles empêchent 

l’autophosphorylation du récepteur à l’insuline et par conséquence celle de la protéine IRS-1, 

conduisant à un blocage des voies en amont de la PI3K. La translocation du récepteur GLUT4 est 

Cellule β 

Capillaire 

sanguin 
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alors inhibée (Rudich et al., 1998) ne permettant pas l’entrée du glucose dans la cellule (cf. figure 

38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Mécanisme de résistance à l’insuline induite par les ROS (source 

personnelle, d’après Voet & Voet, Edition deBoeck, 2005). 

 

En effet, des concentrations de l’ordre du micromolaire en peroxyde d’hydrogène suffisent à inhiber 

l’autophosphorylation du récepteur à l’insuline sur des cellules en culture (Hansen et al., 1999) 

entraînant ou favorisant l’insulino-résistance. 

 

III. Préventions par les antioxydants 

A. Généralités  

1. Définition 

Le terme antioxydant était à l'origine utilisé pour désigner les substances chimiques qui 

empêchent les réactions avec l'oxygène. À la fin du XIX
e
 siècle et au début du XX

e
 siècle les 

propriétés des antioxydants ont été largement étudiées pour leur utilisation dans les procédés 

industriels afin de réduire, par exemple, la corrosion des métaux. Les antioxydants, dans le cas 

présent, sont des molécules naturellement produites par le corps ou bien apportées par 

l’alimentation pour combattre les effets toxiques des radicaux lors du stress oxydant. La production 

des entités oxydantes est constamment en équilibre avec les systèmes de défenses antioxydantes (cf. 

figure 39). 
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Figure 39 : Déséquilibre entre les molécules pro-oxydantes et les systèmes de défenses antioxydantes 

lors du stress oxydant (source personnelle). 

 

2. Les systèmes de défenses antioxydants 

L’organisme est doté d’un ensemble de systèmes de défenses antioxydantes très efficaces afin 

de diminuer la concentration des entités oxydantes dans l’organisme. Le terme d’antioxydant 

désigne toute substance qui, présente à faible concentration par rapport à celle du substrat oxygène, 

retarde ou inhibe significativement l’oxydation de ce substrat (Halliwell and Gutteridge, 1990). La 

nature des systèmes antioxydants diffère selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se 

trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire (Bonnefont-Rousselot et al., 2003). Il existe 

différents types de molécules qu’elles soient naturelles ou synthétiques et dont le mode d’action 

repose sur un système enzymatique (premières lignes de défense) ou non (molécules piégeuses 

d’électrons) ; (cf. figure 40). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Pyramide des systèmes de défenses antioxydants (source personnelle). 

 

a) Les enzymes antioxydantes 

Les enzymes antioxydantes sont les premières lignes de défenses contre les entités oxydantes. 

Leur rôle est de diminuer la quantité de ROS présentes dans la cellule. Parfois ces enzymes 
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nécessitent des oligo-éléments (Cu, Zn, Mn, Se, Fe) comme cofacteurs pour pouvoir exercer leur 

activité enzymatique. 

 Les superoxydes dismutases (SOD) 

Les SOD sont les premières enzymes à intervenir dans la cascade des ROS. Ce sont des 

métalloprotéines qui catalysent la dismutation des ions superoxydes en peroxyde d’hydrogène et 

oxygène, selon la réaction suivante :  

 

 

Il en existe trois isoformes décrites chez les mammifères (Fridovich, 1995) : la SOD à 

Manganèse (Mn) dans les mitochondries, à cuivre (Cu) ou à zinc (Zn) dans le cytoplasme et les 

mitochondries, et des formes Cu/Zn SOD extracellulaires. Les deux dernières sont retrouvées dans 

les vaisseaux sanguins. Il existe des molécules chimiques de synthèse qui possèdent cette activité 

enzymatique et sont perméables aux membranes cellulaires. Elles sont appelées SOD mimétiques.  

 

 La catalase (CAT) 

Le peroxyde d’hydrogène généré notamment lors de la dismutation de l’anion superoxyde est 

dégradé par la catalase. Cette enzyme est formée de quatre chaînes polypeptidiques, comportant 

chacune un groupe hème, qui constituent les sites actifs de la CAT. Pour catalyser la réaction, 

l’atome de fer du groupement hème réalise une coupure hétérolytique de la liaison O-O du 

peroxyde d'hydrogène, ce qui crée une molécule d’eau et un groupement intermédiaire Fe(IV)=O 

très oxydant ; ce dernier peut ensuite oxyder une autre molécule de peroxyde d'hydrogène pour 

donner du dioxygène. Cette réaction est illustrée par les deux demi-équations suivantes : 

H2O2 + Fe(III)-E → H2O + O=Fe(IV)-E (1) 

H2O2 + O=Fe(IV)-E → O2 + Fe(III)-E + H2O (2) 

 

 

L’enzyme est essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes. 

 

 Les glutathions peroxydases (GPx) et glutathions réductases (GR) 

La glutathion peroxydase est une enzyme formée de quatre sous-unités contenant chacune un 

atome de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine. La Gpx est présente dans les 

liquides extracellulaires (sang) et dans les cellules au niveau du cytoplasme et des membranes. Elle 

assure la réduction du peroxyde d’hydrogène en eau, des hydroperoxydes organiques (ROOH) en 

où E représente 

l’hème de l’enzyme 
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alcools (ROH) et des espèces radicalaires en espèces non radicalaires, grâce à la présence de 

glutathion réduit (GSH), selon le mécanisme suivant : 

 

 

 

 

 

Les molécules toxiques sont ainsi transformées en molécules assimilables comme l’eau et l’alcool. 

Dans chacune de ces réactions, une molécule de glutathion oxydée GSSG est obtenue. Pour que 

cette réaction perdure, il doit y avoir un taux constant de GSH, ce qui est rendu possible par la 

glutathion réductase (GR). Elle catalyse la réduction du GSSG en GSH (ci-dessous), à l’aide du 

cofacteur NADPH sous forme réduite (NADPH, H
+
). Le NADPH, H

+
 provient de l’oxydation du 

glucose-6-phosphate en 6-phosphogluconate par la glucose-6-phosphate déshydrogénase, de la voie 

des pentoses phosphates. 

 

 

b) Les systèmes antioxydants non enzymatiques et leurs effets  

Les systèmes antioxydants non enzymatiques sont des nutriments naturellement apportés par 

l’alimentation ou par des composés endogènes. Ils peuvent avoir un rôle de « scavenger », c’est à 

dire qu’ils ont la capacité de piéger les entités oxydantes en captant leur électron libre et en formant 

ainsi des entités plus stables qui pourront être éliminées par d’autres systèmes antioxydants. Les 

principales molécules sont le glutathion (GSH), la vitamine E (α-tocophérol), la vitamine C (acide 

L-ascorbique) et la vitamine A (caroténoïde). Les propriétés antioxydantes des acides gras 

polyinsaturés et des flavonoïdes seront également étudiées.  

 

 Le glutathion (GSH) 

Le glutathion est un tripeptide, formé par la condensation d'acide glutamique, de cystéine et 

de glycine : γ-L-Glutamyl cystéinyl glycine (cf. figure 41). C’est le thiol intracellulaire le plus 

abondant. Il permet la conversion des ponts disulfures (R-S-S-R) des protéines oxydées en deux 

fonctions thiols (R-SH). De plus, il piège le peroxyde d’hydrogène et réagit avec l’oxygène singulet 

et le radical hydroxyle (Larson, 1988). Les formes GSH (réduite) et GSSG (oxydée) forment un 

couple d’oxydoréduction très important dans la cellule car il permet les échanges d’électrons à 

l’intérieur de celle-ci. Des études ont montré son importance dans de nombreuses pathologies 

comme le cancer où une protéine exercerait son effet anti-carcinogène en augmentant les 
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concentrations de GSH (Bounous, 2000). De plus, il protègerait des complications afférentes au 

diabète (Thornalley et al., 1996). 

 

 

 

 

 

Figure 41 : Formule semi-développée du glutathion réduit (GSH). 

 

 La vitamine E (α-tocophérol) 

La vitamine E, liposoluble, est un antioxydant membranaire. La forme la plus active est l’α-

tocophérol (Kamal-Eldin and Appelqvist, 1996) (cf. figure 42). Elle piège les radicaux libres 

organiques provenant de l’oxydation des lipides et contribue à diminuer la peroxydation lipidique. 

La vitamine E peut mettre fin à une réaction radicalaire en se chargeant du radical. Devenue 

radicalaire, la vitamine E est relativement stable. 

 

 

 

 

Figure 42 : Structure chimique de l'alpha-tocophérol ou vitamine E (d'après Flora et al., 2008). 

 

 La vitamine C (acide L-ascorbique)  

La vitamine C piège l’anion superoxyde, le radical hydroxyle, l’oxygène singulet et réduit le 

peroxyde d’hydrogène en eau via l’ascorbate peroxydase (Noctor and Foyer, 1998). Elle permet de 

régénérer la forme non radicalaire de la vitamine E. Lorsqu’elle est à son tour oxydée, elle est 

réduite par l’acide alpha lipoïque ou par les ascorbate réductases ou excrétée dans les urines. Sa 

structure est présentée ci-dessous (cf. figure 43). 

 

 

 

Figure 43 : Structure l'acide L-ascorbique (d'après Flora et al., 2008). 

 

De plus, cette molécule est connue pour avoir une incidence sur les facteurs de risques 

cardiovasculaires. De hautes concentrations plasmatiques sont associées à une réduction du risque 

de maladies coronaires et de sténose carotidienne (Gale et al., 2001). Trout (1991) a reporté qu’une 

supplémentation faible en vitamine C diminue le taux de cholestérol total et augmente les HDL.  
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La préservation du pouvoir antioxydant des molécules est fondamentale. Par exemple, le fait 

d’éplucher une pomme réduit sensiblement sa capacité antioxydante car la peau est riche en 

vitamine C et en quercétine. La répartition des antioxydants dans l’aliment est différente d’un 

produit à un autre. D’autre part, la cuisson, qui est un phénomène d’oxydation, diminue le potentiel 

antioxydant de certains aliments. La vitamine C est notamment très sensible à la chaleur.  

 

 La vitamine A (famille des caroténoïdes) 

Le précurseur de la vitamine A est le β-carotène (cf. figure 44). Les caroténoïdes piègent les 

molécules d’oxygène singulet (Stahl and Sies, 2002) formées par les radiations solaires. Grâce à 

leur longue chaine carbonée, riche en doubles liaisons, ils sont également de bons piégeurs de 

radicaux peroxyles. Une molécule de caroténoïde peut piéger plusieurs espèces radicalaires avant 

d’être détruite (Stahl and Sies, 1997). 

 

 

 

Figure 44 : Structure du β-carotène (d'après Flora et al., 2008). 

 

Les β-carotènes ont des effets sur les cancers de la peau induits par des UV, sur les cancers 

oraux induits par le dimethylbenzanthracene (DMBA) et les tumeurs du colon induites par le 

dimethylhydrazine, chez des animaux (Krinsky, 1989). De plus, ils présentent des effets dans les 

pathologies ophtalmiques. Des études ont montré que la consommation d’aliments riches en 

zéaxanthine (caroténoïde contenu dans le maïs et le chou fleur), réduirait de 93% les risques de 

dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) et de 47% la survenue d’une cataracte (selon l’étude 

SU.VI.MAX). La lutéine (caroténoïde présent dans le jaune d’œuf, les carottes, les oranges et les 

épinards) abaisserait quant à elle de 69% les risques de DMLA. 

D’autre part, même si certains aliments sont riches en β-carotène antioxydant, l’organisme ne 

va pas en bénéficier dans sa totalité. Ainsi, Van het Hof et al. (2000) ont montré que les feuilles 

d’épinard coupées contiennent dix fois plus de β-carotène que le brocoli et les pois. Cependant, la 

réponse plasmatique en β-carotène est plus importante après avoir consommé le brocoli et les petits 

pois que les feuilles d’épinard. 

 

 Cas des acides gras polyinsaturés 

Les acides gras polyinsaturés sont des acides gras essentiels présentant une ou plusieurs 

doubles liaisons à partir du groupement méthyle terminal. Il existe trois grandes familles d'acides 

gras insaturés : n-3, n-6 et n-9 (position de  la double liaison respectivement au 3
ème

, 6
ème

 et 9
ème
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carbone en partant de la fin de la chaîne). Les acides gras de ces trois séries sont des constituants 

fondamentaux de toutes les membranes cellulaires. Ils ont des rôles majeurs dans tous les 

métabolismes cellulaires et des effets bénéfiques dans de nombreuses pathologies. En effet, l'étude 

italienne GISSI IV (1999) a montré qu'une supplémentation artificielle en oméga-3 (sous forme de 

gélules) chez des patients ayant fait récemment un infarctus du myocarde diminue de façon 

significative leur mortalité globale de près de 20% et celle liée aux maladies cardiovasculaires de 

près de 30%. D’autre part, une étude d’observation menée aux États-Unis et intitulée DAISY 

(Diabetes Autoimmunity Study in the Young) a montré qu’une alimentation riche en acides gras 

oméga-3 chez des enfants prédisposés à un diabète de type 1, permettait de réduire le risque de 

déclencher l’autoimmunité des îlots (Norris et al., 2007). Les effets bénéfiques des acides gras 

polyinsaturés suggèrent une activité antioxydante de ces molécules. En effet, Mas et al. (2010) ont 

montré qu’une supplémentation en oméga-3 et plus particulièrement en acide éicosapentaénoïque 

ou en acide docosahexaénoïque diminuaient le taux plasmatique d’isoprostanes F2, un marqueur du 

stress oxydant. D’autres études suggèrent que l’huile de poisson, riche en oméga-3, module les 

effets aversifs de particules aériennes inférieures à 2,5µm sur la régulation de la fonction cardiaque. 

Ce mécanisme impliquerait une diminution des ROS, l’utilisation du GSH et une augmentation des 

enzymes antioxydantes (Cu/Zn SOD) plasmatiques (Romieu  et al., 2008). 

 

 Cas des flavonoïdes 

Les flavonoïdes sont une grande classe de molécules antioxydantes appartenant à la famille 

des polyphénols. Il existe différentes sous-classes : les flavanols, les flavanones, les flavones, les 

isoflavones et les anthocyanes (cf. figure 45).  

 

 

 

 

 

 

Figure 45 : Tableau des principaux flavonoïdes (Garcia-Lafuente et al., 2009). 

 

Le curcuma ou curcumin (épice), qui contient de la curcumine (flavonoïde), diminue le 

stress oxydant par inhibition de la peroxydation lipidique et neutralisation des radicaux superoxydes 

et hydroxyles. De plus, un contact prolongé des cellules endothéliales d’aorte de bovin avec de la 

curcumine renforcerait la résistance cellulaire aux lésions oxydantes (Motterlini et al., 2000). A 

faibles doses, elle a également un effet  hypocholestérolémiant sur des souris (Srinivasan and 
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Sambaiah, 1991). Chez l’homme, des études ont montré qu’elle permettait d’augmenter le taux de 

HDL bénéfique en réduisant le cholestérol total et la peroxydation lipidique (Soni and Kuttan, 

1992). Elle présente également des propriétés anticancéreuses : une supplémentation en curcumine 

chez des patients à haut risque de cancer a montré un effet chimioprotecteur pour le développement 

des cancers dont ils souffraient (Cheng et al., 2001). Enfin, dans une pathologie comme l'uvéite 

antérieure chronique (inflammation de la paroi vasculaire de l'œil), la curcumine après 12 semaines 

de traitement, améliorerait les symptômes (Lal et al., 1999). A faible dose, elle inhibe également la 

formation de la cataracte chimiquement induite sur des rats et des lapins (Awasthi et al., 1996).   

 

Le curcuma présente de nombreuses propriétés mais malgré le fait qu’il soit un antioxydant 

puissant, il présente une faible biodisponibilité et est rapidement éliminé après ingestion. En effet, 

des études réalisées chez des volontaires sains, à des doses comprises entre 50 et 200mg ont montré 

que le taux de curcumin plasmatique retrouvé n’est que de 0,63ng/mL. Ainsi, pour augmenter sa 

biodisponibilité, il est possible de lui associer un autre constituent (liposomes, nanoparticules). 

Shoba et al. (1998) ont associé le curcumin (20mg) à de la pipérine (un alcaloïde du poivre noir), 

qui a permis d’augmenter la biodisponibilité de 2000%, tandis que des liposomes de 

curcumin/cholestérol/phosphatidylcholine, permettent d’augmenter la survie des souris ayant un 

lymphome par augmentation de sa biodisponibilité (Kuttan et al., 1985). 

Les polyphénols dont font partie l’épigallocatéchine gallate du thé vert et la procyanidine B2, 

ont également des effets antioxydants majeurs qui seront détaillés dans les chapitres III. C et III. D 

de l’introduction. 

3. Pourquoi avons-nous besoin des antioxydants de l’alimentation ? 

Lors d’un stress oxydant, les défenses sont saturées et insuffisantes. Les apports exogènes 

d’antioxydants peuvent suppléer cette insuffisance. En effet, la vitamine E, C, les caroténoïdes et les 

polyphénols apportés par l’alimentation ont des effets directs sur les constituants cellulaires et 

circulants (Evans and Halliwell, 2001). De plus, les oligo-éléments comme le zinc, le sélénium, le 

manganèse ou le cuivre, apportés par le bol alimentaire, permettent de faire fonctionner des 

enzymes antioxydantes comme les superoxydes dismutases (Evans and Halliwell, 2001). 

La plupart des antioxydants de l’alimentation proviennent des végétaux c'est-à-dire des fruits, 

des légumes, des plantes ou des racines. Les antioxydants vont réduire les radicaux libres ; chaque 

molécule antioxydante ne peut réagir qu’avec un seul radical libre (Pelli and Lyly, 2003). 

De nombreux végétaux contiennent des antioxydants. Souvent, la mesure de la capacité 

antioxydante totale (CAT) est réalisée par la procédure ORAC « Oxygen Radical Absorbance 

Capacity ». L’unité ORAC est exprimée en micromoles d’équivalents de Trolox ou TE (dérivé 
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soluble de la vitamine E, perméable aux cellules). Cette valeur mesure la capacité de l’aliment à 

neutraliser le radical peroxyle. Il a été démontré que, pour avoir un impact significatif sur la 

capacité antioxydante du plasma et des tissus, la consommation de molécules antioxydantes doit 

être comprise entre 3 000 et 5 000 unités ORAC (Prior and Cao, 1999).  

Wu et al., (2004) ont comparé les capacités antioxydantes des aliments les plus consommés 

aux États-Unis au travers des fruits, des légumes, des fruits à coques, des fruits secs, des épices et 

des céréales. Ils ont établi une liste des principaux éléments riches en antioxydants (cf. figure 46).  

A ces aliments s’ajoutent d’autres végétaux, fruits ou épices comme le raisin sec, le raisin 

noir, les framboises, le kiwi, le pamplemousse rose, le chou frisé, le chou de Bruxelles, les épinards, 

les brocolis, la betterave, les poivrons rouges et les oignons. Les épices telles que le gingembre, le 

curcuma, le poivre noir, la muscade et la vanille contiennent également des antioxydants.  

 

Aliments CAT (µmol ET) 

Petits haricots rouges (secs)  13727 

Myrtilles sauvages  13427 

Haricot rouge (sec)  13259 

Haricot Pinto  11864 

Myrtilles cultivées  9019 

Cranberry  8983 

Artichaut (cuit)  7904 

Mûre  7701 

Pruneau  7291 

Framboise  6058 

Fraise  5938 

Pomme « Red Delicious »  5900 

Pomme “Granny Smith”  5381 

Noix de pécan  5095 

Cerise  4873 

Prune noire  4844 

Pomme de terre « Russet » 

(cuite) 

4649 

Haricot noir (sec)  4181 

Prune  4118 

Pomme « Gala »  3903 

 

Figure 46 : Tableau récapitulatif mais non exhaustif des aliments les plus riches 

en antioxydants (Wu et al., 2004). 

La capacité antioxydante totale (CAT) a été mesurée en micromolaire d’équivalent Trolox (ET). 
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4. Risques des antioxydants 

Un antioxydant peut devenir pro-oxydant et avoir l’effet contraire de celui escompté à partir 

du moment où la dose ingérée est trop importante. Ainsi, lors des supplémentations, il ne faut pas 

dépasser les doses indiquées. De plus, les antioxydants ingérés dans le bol alimentaire n’ont pas la 

même biodisponibilité que s’ils sont ingérés sous forme purifiée. Par exemple, une ingestion de 

100mg de quercétine par l’alimentation augmente son taux sanguin, mais la prise de 100mg de 

quercétine purifiée augmente 10 fois son taux sanguin, dose qui devient alors toxique. Ainsi, le 

catabolisme oxydant de la quercétine conduit à la formation de produits secondaires, qui facilitent la 

formation des anions superoxydes et diminuent le GSH (Metodiewa et al., 1999). Des études ont 

également montré que l’oxydation des polyphénols antioxydants génère des anions superoxydes, du 

peroxyde d’hydrogène et des complexes qui sont potentiellement toxiques (Sang et al., 2005). 

5.  Etudes épidémiologiques 

a) Etudes ATBC et CARET 

L’étude ATBC est une étude de prévention des cancers du poumon par des alpha-tocophérol 

(AT) et du bêta-carotène (BC), à des doses de 50mg/jour et 20mg/jour respectivement, soit des 

doses 5 fois supérieures à la dose recommandée par le concile national de recherche américain. 

Cette étude menée entre 1985 et 1993, en Finlande, a été menée sur plus de 29 000 hommes, dont 

des fumeurs. Les résultats de l’étude ont été plutôt décevants : aucun effet bénéfique de la 

supplémentation en AT et BC pour la prévention des cancers du poumon n’a été observé. Au 

contraire, la supplémentation en BC chez les fumeurs s’est avérée être nocive par augmentation du 

risque de développer un cancer du poumon (ATBC Prevention Study Group, 1994). 

 

Une autre étude sur les facteurs de risque pour les cancers du poumon a démarré fin 1994. L’étude 

américaine CARET pour « Beta Carotene and Retinol Efficacy Trial » a testé la combinaison de 

30mg/jour de β-carotène associée ou non à 25000 UI/jour de rétinol ou vitamine A, sur un 

échantillon composé d’hommes et de femmes, présentant des risques accrus de développer un 

cancer du poumon. L’étude a été stoppée plus rapidement car les molécules ne présentaient aucun 

bénéfice pour la santé. Au contraire, une augmentation de 28% des cancers et de 17% de décès chez 

les personnes recevant les deux molécules a été observée (Omenn et al., 1996). 

b) Etude SU.VI.MAX 

Une autre étude française a démarré en 1994, l’étude SU.VI.MAX pour « SUpplémentation 

en VItamines et Minéraux Anti-oXydants » et s’est poursuivie pendant 10 ans. Au contraire des 

deux précédentes études, celle-ci a utilisé des doses nutritionnelles en vitamine C (120mg) et E 
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(30mg) mais aussi en sélénium (100µg), zinc (20mg) et β-carotène (6mg) sur 13000 sujets hommes 

et femmes. Le but était de voir l’incidence de ces molécules sur les cardiopathies ischémiques, les 

cancers et la mortalité. Les résultats de cette étude montrent qu’il n’y a pas de différences entre les 

groupes témoins sans antioxydants et ceux recevant les molécules antioxydantes sur les 

cardiopathies ischémiques. De plus, les résultats obtenus indiquent que le risque de cancers et de 

maladies cardiovasculaires était davantage augmenté chez les hommes que chez les femmes, car 

leur niveau initial en bêta-carotène était plus bas au contraire des femmes qui ont une alimentation 

plus riche en fruits et légumes. Chez les hommes recevant les antioxydants, le risque de cancer est 

diminué de 31%, de même qu’une diminution de 37% du risque de décès. Aucun effet chez la 

femme n’a été obtenu. La conclusion de cette étude de santé publique est qu’une alimentation riche 

en fruits et légumes épargnerait au minimum 12 000 cancers chaque année. 

B. Les antioxydants dans le diabète 

1. Les vitamines, coenzyme et oligo-éléments 

De nombreux antioxydants sont utilisés dans la pathologie diabétique, notamment à l’aide 

d’une supplémentation en vitamines, coenzyme et oligo-éléments. En effet, une étude a montré 

qu’une supplémentation en vitamine E permet de protéger contre la glycation des protéines et des 

radicaux libres (Davie et al., 1992 ; Sinclair et al., 1992). De plus, elle a des effets positifs sur 

l’action de l’insuline chez des patients diabétiques de type 2 (Caballero, 1993 ; Paolisso et al., 

1993). Elle permet de réduire la glycémie, l’hémoglobine glyquée (HbA1c), les triglycérides, les 

acides gras libres et le cholestérol total.  

La vitamine C est d’un grand intérêt également car cet antioxydant hydrosoluble permet de 

régénérer la vitamine E et le GSH. Une supplémentation en cette molécule permet d’améliorer la 

sensibilité à l’insuline (Paolisso et al., 1994). Cependant, des études ont montré qu’il n’y avait pas 

d’effet de la vitamine C chez des sujets témoins (Hirai et al., 2000) et chez des patients diabétiques 

de type 2 insulino-résistants, à forte dose (Chen et al., 2006).  

De plus, des études ont rapporté qu’une supplémentation en vitamine D pendant les premières 

années de la vie diminue significativement le risque de développer un diabète de type 1 (Hypponen 

et al., 2001 ; Stene and Joner, 2003). L’étude DAISY (« Diabetes Autoimmunity Study in the 

Young ») a montré qu’une alimentation comprenant des acides gras riches en oméga 3 (acides gras 

polyinsaturés) était associée à une réduction du risque de développer une auto-immunité au niveau 

de l’îlot chez des enfants prédisposés génétiquement au diabète de type 1 (Norris et al., 2007). 

L’acide lipoïque est un cofacteur notamment des enzymes du cycle de Krebs. Son rôle 

antioxydant est moins connu que celui des vitamines E ou C. Sur des modèles animaux de diabète 

de type 1 et 2, l’acide lipoïque améliore la sensibilité à l’insuline dans les cellules musculaires 
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(Peth, 2000). Il améliore également cette sensibilité chez le patient diabétique de type 2 après 

administration intra veineuse (iv) ou per os (Evans and Goldfine, 2000). Son mécanisme d’action 

est inconnu, mais des données in vivo suggèrent qu’il permet le maintien du GSH réduit en présence 

du stress oxydant et qu’il empêche l’activation des inhibiteurs des kinases (IKKβ) permettant la 

restauration de la sensibilité à l’insuline (Evans et al., 2005). Ruderman et Prentki (2004) ont 

également montré que l’acide lipoïque améliore l’insulino-sensibilité en ayant un effet sur l’AMP 

kinase. Enfin, Bouloumie et al. (1994) ont montré qu’une administration de GSH en infusion chez 

des patients diabétiques de type 2 a également un effet bénéfique sur la sensibilité de l’insuline. 

2. Les composés d’origine naturelle non vitaminique 

Outre la supplémentation en vitamines et oligo-éléments, les cultures anciennes utilisaient les 

plantes ou la nourriture pour se prémunir des maladies. Ainsi, dans la médecine traditionnelle 

indienne, l’utilisation de l’écorce d’un arbre de la famille des fabacées, Pterocarpus marsupium 

roxb, était utilisée pour soigner le diabète. Mais d’autres végétaux ou fruits ont des propriétés 

hypoglycémiantes comme le melon amer, le ginko, les ails et les oignons. En 1988, des études 

cliniques menées à Mexico ont montré l’effet hypoglycémiant du nopal, un cactus plus connu sous 

le nom de figuier de Barbarie (Frati-Munari, 1988). Le fenugrec a également des propriétés 

hypoglycémiantes dans le diabète de type 1 (Sharma, 1990) et les feuilles de bleuets dans le diabète 

de type 2 (Abidov et al., 2006) conduisent à une diminution du LDL. Enfin la cannelle à des doses 

de 1 à 6g, permet de diminuer les risques de complications cardiovasculaires en améliorant la 

sensibilité à l’insuline chez des patients diabétiques (Khan et al, 2003). Les cosses de haricot 

permettent également de diminuer la glycémie car elles sont riches en flavonoïdes. 

a) Les flavonoïdes en général 

Leur propriété est de piéger les radicaux libres (effet scavenger) et d’inhiber les enzymes pro-

oxydantes iNOS induites par du LPS dans des macrophages en culture (Sarkar and Bhaduri, 2001). 

Ils permettent de réduire ou retarder l’apparition de nombreuses maladies chroniques (Hung et al., 

2004). Chez des patients diabétiques, ils réduisent les effets néfastes dus au stress oxydant et aux 

radicaux libres (Lean et al., 1999 ; Asgary et al., 2002). 

Le chocolat est un composé qui est riche en flavonoïdes antioxydants comme l’épicatéchine, 

les catéchines et la procyanidine (Fraga, 2005). Grassi et al. (2005) ont étudié pendant 15 jours 

l’effet de 100g de barres de chocolat noir, contenant 500mg de polyphénols et de 90g de chocolat 

blanc en barre, qui ne contiennent pas de polyphénols, sur quinze sujets sains. Le modèle 

d’homéostasie permettant d’apprécier au mieux la résistance à l’insuline (HOMA-IR) était plus 

faible chez les sujets recevant le chocolat noir. De plus, l’index de sensibilité à l’insuline 

(QUICKY) était amélioré.  
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b) Le curcumin 

Le curcumin est connu pour avoir de nombreux effets antioxydants. Sur le diabète, Weisberg 

et al. (2008), ont montré qu’une administration de curcumin chez des souris mâles C57BL/6J 

obèses (ob/ob) ayant reçu une alimentation hypercalorique, améliore le contrôle glycémique, la 

sensibilité à l’insuline et les taux plasmatiques de leptine et d’adiponectine, dans ce modèle de 

souris obèse diabétique. Une autre étude a montré que les souris diabétiques (db/db) dont 

l’alimentation est supplémentée avec du curcumin (0,02%) ont une glycémie plus basse que les 

témoins et perdent du poids (Seo et al., 2008). 

C. Les polyphénols  

1. Généralités sur les polyphénols 

Les polyphénols représentent un groupe important de composés issus des plantes ayant des 

effets protecteurs envers de nombreuses pathologies, comme les maladies cardiovasculaires et les 

cancers. Il existe des composés non azotés qui sont caractérisés par la présence d’au moins un 

noyau benzène avec plusieurs groupements hydroxyle qui peuvent être libres ou liés à d’autres 

fonctions chimiques (Escarpa and Gonzalez, 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 47 : Les différentes de polyphénols. 

(C=catéchine ; EC = épicatéchine ; ECG= épicatéchine gallate ; EGCG= épigallocatéchine gallate). 
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Ils peuvent être classés en plusieurs groupes (Zern et al., 2005) selon la complexité de leur 

squelette (cf. figure 47) : les acides phénoliques (acides benzoïques), les stilbènes dont le 

représentant le plus connu est le resvératrol, les xanthones, les coumarines, les isoflavonoides, les 

anthocyanes, les flavonoïdes et ses dérivés (flavones…) et les lignines. 

 

L’activité antioxydante des polyphénols est due au caractère acide de la fonction phénol 

(donneur d’hydrogène) et à sa possibilité d’établir des liaisons hydrogènes. Cela lui confère la 

capacité de complexer les métaux, de se combiner à des molécules nucléophiles et de faire des 

réactions d’oxydoréduction (Rice-Evans, 1995). Leur possibilité de piéger les radicaux libres est 

due à leur fonction hydrogène. 

2. Le french paradox 

Le french paradox ou paradoxe français est un terme utilisé pour désigner une apparente 

contradiction entre l’habitude alimentaire des français et leur santé. Cette contradiction a été 

constatée par l’épidémiologiste St Léger en 1979, qui a fait le constat suivant : les français, qui ont 

une alimentation plus riche en matières grasses et en vins (régime méditerranéen), étaient en 

meilleure santé avec une réduction des maladies cardiovasculaires, que les personnes n’ayant pas ce 

régime alimentaire dont notamment les américains (cf. figure 48). En effet, il a été constaté que le 

taux d’infarctus du myocarde était de 80 pour 100 000, en France, tandis qu’il était quatre fois plus 

élevé aux États-Unis (Legoy, 2002).  

 Ce constat de paradoxe français peut s’expliquer par la présence d’une quantité importante de 

polyphénols dans le vin et notamment de resvératrol, qui ont un effet positif, confirmé par Renaud 

et al. (1998) et Chalopin et al. (2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 48 : Illustration du French Paradox (Olivier Danchin, 2000). 
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3. Quelques polyphénols du raisin  

a) Le resvératrol (trans) 

Le resvératrol est un stilbène appartenant à la famille des phytoalexines. Les phytoalexines 

sont des composés que certaines plantes produisent en réponse à des agressions pathogènes, comme 

l’exposition aux rayons UV ou à l’ozone.  

Essentiellement présent dans la vigne, il est également retrouvé dans le Polygonum 

cupsidatum (liseron asiatique)…, mais aussi dans les fruits comme les raisins, les arachides, les 

mûres. Le resvératrol se retrouve en quantité significative dans les vins rouges (environ de 5,4 mg/L 

de vin) car il est extrait au cours de la macération lors de la fermentation alcoolique. Il n’est pas 

présent dans les vins blancs. La forme chimique majoritairement retrouvée et la plus stable est le 

resvératrol trans ou Rt (cf. figure 49). 

 

 

 

 

Figure 49 : Formule du resvératrol trans ou trans-3, 4', 5' trihydroxystilbène (Orallo et al., 2002). 

 

Le Rt possède des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et chimiopréventives en modulant 

les voies de signalisation cellulaire (Kundu and Surh, 2004). Son caractère antioxydant est très 

puissant ; il peut inhiber l’oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL). Selon des études 

réalisées à partir de cellules endothéliales de rat (Orallo et al., 2001), le Rt aurait un effet inhibiteur 

de la NADH/NADPH oxydase et de ce fait diminuerait la production d’anions superoxydes. 

b) Le resvératrol cis 

Le resvératrol existe également sous forme cis (stéréoisomère). Il est obtenu à partir de la 

forme trans par irradiation UV (cf. figure 50). 

 

 

 

 

 

Figure 50 : Formule du resvératrol cis. 

 

De nombreuses études montrent qu’il existe des différences quantitatives de l'activité des 

deux formes. Par exemple, l'isomère cis entraîne une diminution plus grande dans l'accumulation 

plaquettaire induite par le collagène que l'isomère trans. Schneider et al. (2003) ont montré que le 
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resvératrol cis (Rc) triméthylé (afin de garder sa configuration cis) présente un effet antiprolifératif 

sur des cellules de cancer du colon Caco-2, 100 fois supérieur à celui du Rt. Il semblerait, d’une 

manière générale, que le Rt soit plus actif que le Rc (Leiro et al., 2004). 

c) La procyanidine B2 

 Elle présente des effets intéressants au niveau cardiovasculaire. Contenue dans les fruits (la 

pomme, le cacao, le raisin…) et les végétaux, la procyanidine B2 (PB2) est cependant, la plus 

abondante dans les pépins de raisins (cf. figure 51).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 51 : Formule de la procyanidine B2 ou épicatéchine-(4β-8)-épicatéchine (Li and Jiang, 2007). 

 

Des études ont montré que la PB2 inhibait la formation de bases oxydées 8-oxodG sur une lignée de 

cellules leucémiques (HL-60) traitées avec un système générant du peroxyde d’hydrogène (Sakano 

et al., 2005). De plus, lorsqu’elle est additionnée aux vitamines C, E et aux caroténoïdes, la PB2 

augmente les capacités antioxydantes du plasma. (Holt et al., 2002).  

4. L’effet antioxydant des polyphénols 

Les composés polyphénoliques sont des molécules apportées par l’alimentation. Il s’agit 

d’une grande famille de molécules organiques dont les plus connus sont les tanins et les 

flavonoïdes. Ils ont une structure particulière qui leur confère une activité de scavenger (Bors et al., 

1990) et donc antioxydante. Des études ont montré que ces composés avaient des propriétés 

antioxydantes plus importantes que la vitamine E et C (Rice-Evans et al., 1995 ; McKay and 

Blumberg, 2002). Les polyphénols ont montré leurs effets bénéfiques sur la santé. Ils suscitent un 

grand intérêt pour la prévention et le traitement du cancer (Chen et al., 2004), des maladies 

inflammatoires (Laughton et al., 2004), cardiovasculaires (Frankel et al., 1993) et 

neurodégénératives (Orgogozo et al., 1997).  

Leur biodisponibilité ainsi que leur absorption est augmentée en présence d’alcool ou de 

solvant alcoolique. Le resvératrol empêche la dégradation des lipides et bloque de façon dose 

dépendante l’entrée des LDL oxydés dans la paroi vasculaire. De plus, il a des propriétés 
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anticancéreuses. Pozo-Guisado et al. (2002) ont montré qu’il provoque l’apoptose dans des cellules 

cancéreuses ayant ou non le gène suppresseur de tumeur p53. De plus, le trans resvératrol est 

dégradé par le cytochrome P450 en un phyto-œstrogène (le piceatannol) qui a une activité 

anticancéreuse (Potter et al., 2002). Il présente également une activité anti-inflammatoire. Après 

une lésion de la moelle épinière, une injection de resvératrol a permis de renverser la réponse 

inflammatoire aussi bien qu’un médicament anti-inflammatoire comme la prednisone et d’apporter 

une protection antiradicalaire (Yang and Piao, 2003). 

5. Effet des polyphénols de vin rouge dans la pathologie diabétique 

Al-Awwadi et al (2004) ont montré que des extraits de polyphénols de vin rouge français 

Corbières (AOC) à une dose de 200mg/kg pendant 6 semaines diminuaient la prise de poids et de 

nourriture ainsi que la glycémie dans les groupes témoins et rendus diabétiques par une injection de 

streptozotocine intra veineuse à 60mg/kg. De plus, il a été montré que le Rt possède un effet 

hypoglycémiant et hypolipémiant. Il permet de diminuer la prise de poids, la polyphagie et la 

polydipsie des animaux. De plus, il diminue la sécrétion d’insuline et retarde l’apparition de 

l’insulino-résistance chez des rats rendus diabétiques par injection de streptozotocine (Su et al., 

2006). Enfin, chez des rats rendus diabétiques par injection de streptozotocine, des extraits de 

pépins de raisins contenant de la procyanidine B2 ont un effet hypoglycémiant (Pinent et al., 2004). 

D. Le thé  

1. Généralités sur le thé 

Le thé (Camelia sinsensis L) est la boisson la plus consommée dans le monde après l’eau. 

Cette plante est connue depuis plusieurs millénaires, en particulier dans les populations asiatiques, 

qui lui attribuent des propriétés médicinales. Il existe plusieurs types de thé. Leur composition 

qualitative et quantitative est dépendante du mode de fabrication, du type de culture et du type de 

cueillette. Le thé est particulièrement riche en composés phénoliques, puisque ceux-ci représentent 

le tiers de la matière sèche de la feuille (Balentine et al., 1997). 

a) Les principes actifs 

Les feuilles de thé contiennent surtout des flavonoïdes et des méthylxantines (caféine et 

théobromine). Les principales classes des flavonoïdes du thé sont des flavanols et des flavonols, qui 

représentent 30 à 42 % de la masse sèche des feuilles (Brown, 1999). Les flavonols du thé sont la 

quercétine, le kaempférol, la myricétine et leurs glycosides (Cabrera et al., 2006). 

Parmi les flavanols, les catéchines sont prédominantes. Les quatre principales catéchines retrouvées 

dans les feuilles de thé fraîches sont : l’épigallocatéchine-3-gallate ou EGCG (59 % des catéchines), 
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l’épigallocatéchine EGC (19 %), l’épicatéchine-3- gallate ECG (13,6 %) et l’épicatéchine EC (6,4 

%) d’après McKay et Blumberg (2002) (cf. figure 52). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 52 : Les catéchines du thé (Higdon and Frei, 2003). 

 

On trouve également la vitamine C et les vitamines B1, B2, B3, B5, et B11. La vitamine E, 

étant liposoluble, n’est pas retrouvée dans l’infusion de thé, contrairement aux vitamines B et C qui 

sont hydrosolubles. Quant à la vitamine C, elle n’est présente que dans le thé vert, car elle est 

détruite par le processus de fermentation. Cependant, comme elle est sensible à la chaleur, elle est 

aussi détruite lors de l’infusion. 

La transformation du thé vert entraîne une perte de principes actifs. Les catéchines incolores 

du thé vert sont transformées en différents produits de couleur orange-jaune à rouge brun, par une 

série de réactions de condensation oxydative conduisant à la formation d’un grand nombre de 

composés polyphénoliques organoleptiques volatils. L’oxydation des catéchines en quinones actives 

est la première modification observée au cours de la fermentation, catalysée par la polyphénol 

oxydase. Des biopolymères de flavonoïdes, les théaflavines, apparaissent ensuite. On les différencie 

en fonction du nombre de molécules d’acide gallique estérifiées. Les théaflavines sont représentées 

à hauteur de 0,3 à 2 % dans le thé noir. Elles sont colorées en rouge et sont astringentes. L’acide 

gallique peut être oxydé en quinone d’acide gallique par la même enzyme. 

 

L’activité antioxydante du thé pourrait être due à la présence de flavonoïdes en particulier les 

catéchines qui neutralisent les espèces réactives de l’oxygène (Middleton et al., 2000). Les 

flavonoïdes peuvent également chélater les ions métalliques libres en particulier le fer et le cuivre, 

ce qui réduit la production d’espèces réactives de l’oxygène catalysée par les métaux (Miller et al., 

1996) (Morel et al., 1993). L’EGCG et l’ECG, principales catéchines du thé vert sont des bons 
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piégeurs du radical peroxyde généré par le système hypoxanthine  / xanthine oxydase. Les 

catéchines ont été classées en fonction de leur activité chélatante des métaux : épigallocatéchine 

(EGC) > épicatéchine gallate (ECG) ≈ épigallocatéchine gallate (EGCG) > épicatéchine (EC) (Guo 

et al., 1996). 

Il semblerait que l’EGCG ait la capacité antioxydante la plus élevée par rapport aux autres classes 

d’antioxydant et aux autres catéchines (cf. figure 53 A et B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 53 : Capacité antioxydante de l'EGCG Teavigo
® 

(DSM Nutritional Product). 

A : la capacité antioxydante a été déterminée par mesure d’équivalent Trolox (mmol/L). 

Les molécules sont testées à 1mmol/L (adapté de van het Hof et al., 1997) 

B : la capacité antioxydante des catéchines a été mesurée par résonance de spin 

électronique (GA=acide gallique), adapté de Burns  et al., (2000). 

 

2. Effets généraux de l’EGCG  

De nombreuses études épidémiologiques ont associé la consommation de thé à des bénéfices 

pour la santé et à la prévention de pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, les cancers, 

les maladies neurodégénératives ou l’ostéoporose (McKay and Blumberg, 2002), (Rietveld and 

Wiseman, 2003), (Coimbra et al., 2006).  

Gupta et al. (2001) ont montré sur des souris présentant un cancer de la prostate qu’un 

mélange de catéchine contenant 62% d’EGCG permettait d’inhiber le développement des 

métastases et de la tumeur. L’EGCG inhiberait l’enzyme cyclooxygénase-2 (Cox-2) sans affecter 

l’expression de Cox-1 (Hussain et al., 2005). 

Il protège également contre des lésions neuronales et un œdème cérébral induits après une 

ischémie unilatérale cérébrale chez des gerbilles (Lee et al., 2004) et prévient les lésions oxydatives 

et inflammatoires ainsi que le dépôt de protéines β-amyloïdes dans la maladie d’Alzheimer et serait 

un bon agent thérapeutique dans la maladie de Parkinson (Rezai-Zadeh et al., 2005 ; Mandel et al., 

2008). 

A 
B 
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Au niveau cardiovasculaire, l’EGCG protège la cellule endothéliale et améliore le flux sanguin chez 

des patients souffrant d’atteintes coronaires (Widlansky et al., 2007). Elle active la eNOs qui libère 

le NO vasodilatateur. 

De plus, Nakagawa et al. (1999) ont montré qu’une administration d’extrait de thé vert, contenant 

majoritairement de l’EGCG, inhibe l’oxydation des phospholipides dans le plasma humain et réduit 

l’oxydation du LDL-cholestérol chez l’homme (Miura et al., 2000 ; Yang et al., 2000). 

Enfin, l’EGCG protège la peau humaine des dommages induits par les UV en restaurant le 

taux de GSH intracellulaire et l’activité de la Gpx (Katiyar et al., 2001). De plus, c’est la seule 

molécule des catéchines qui est présente dans le plasma en grande quantité (77 à 90%) tandis que 

les autres formes de catéchines sont conjuguées avec des acides glucuroniques ou des groupements 

sulfates (Chen et al., 1997), et ne sont donc pas disponibles pour exercer un effet antioxydant. 

D’autre part, l’état d’oxydation du thé joue sur les propriétés antioxydantes de celui-ci. Stewart et 

al. (2005) ont comparé les profils chromatographiques du thé vert et du thé noir qui est oxydé de 

façon enzymatique, contrairement au premier. Le pic d’EGCG est présent uniquement dans le thé 

vert (cf. figure 54 A) alors qu’il disparaît du chromatogramme dans le cas du thé noir (cf. figure 54 

B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 54 : Chromatogramme des composants du thé vert et du thé noir (Stewart et al., 2005). 

A 

B 
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La principale modification à l’origine de la différence thé vert / thé noir est la disparition des 

catéchines (85 %) au cours de la fermentation. L’oxydation des feuilles de thé diminue donc 

finalement la capacité antioxydante de la plante. 

3. Effet du thé vert et de l’EGCG sur le diabète 

 Des études in vitro ont montré que les catéchines du thé préviennent l’hyperglycémie en 

augmentant l’activité de l’insuline et en protégeant les cellules β du stress oxydant (Bolling et al., 

2009). Elles permettent également d’inverser ou de réduire les dommages du stress oxydant induit 

par des cytokines sur les cellules β (Han, 2003). Plus récemment, le rôle du thé comme modulateur 

de la sensibilité à l’insuline et facteur de prévention du diabète et de l’obésité, a été évoqué (Kao et 

al., 2006) (Wolfram et al., 2006). Waltner-Law et al. (2002) ont montré que l’EGCG mime 

l’insuline en diminuant l’expression des gènes contrôlant la néoglucogenèse et donc en diminuant la 

production de glucose hépatique. De plus, il augmente la phosphorylation du récepteur à l’insuline.  

Sur des modèles animaux, l’EGCG prévient la diminution de la masse des îlots induite par des 

injections de STZ (Song et al., 2003) et réduit la prise de poids et de nourriture chez des rats obèses 

insulino-résistants associé à un effet anti-lipogénique et hypocholestérolémiant (Hasegawa et al., 

2003). 

De par son fort pouvoir antioxydant, de nombreuses études ont été réalisées sur l’Homme, avec des 

effets divers. Ainsi Ryu et al (2006) ont montré que des patients diabétiques de type 2 

n’amélioraient pas leur sensibilité à l’insuline après avoir bu pendant quatre semaines 9g de thé 

vert. Un extrait de thé vert administré pendant 2 mois n’avait également pas d’effet non plus sur la 

glycémie, le taux d’HbA1c et l’insulino-résistance chez 66 patients diabétiques (Fukino et al., 

2005), ni sur le glucose plasmatique et l’HbA1c chez 97 patients souffrant d’un diabète de type 2 

(Mackenzie et al., 2007).  

E. L’exercice physique : oxydant ou antioxydant ? 

Dans nos sociétés, l'inactivité physique est associée à une augmentation de l'incidence de 

diverses maladies comme les maladies cardio-vasculaires, le diabète de type 2, l'obésité, l’atrophie 

musculaire, la maladie d'Alzheimer et de Parkinson (Booth and Lees, 2007). 

L’exercice physique favorise l’augmentation des dépenses énergétiques et des activités 

oxydantes. Un exercice intensif augmente de 100 à 200 fois la consommation d’oxygène au niveau 

des muscles striés squelettiques et au niveau du myocarde et peut provoquer une augmentation de 

ROS (Davies et al., 1982). En conséquence de l'augmentation de ces derniers, les lésions oxydatives 

des lipides, des protéines et de l'ADN ont été signalées à la suite des épisodes d’exercice (Alessio et 

al., 1988 ; Davies et al., 1982 ; Ikeda et al., 2006).  
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En raison de leur instabilité, les ROS sont parfois difficiles à mesurer. Ils leur sont préférés 

des marqueurs biologiques comme le taux de lipides peroxydés par la méthode TBARS dont le 

malondialdéhyde fait partie. Le taux de ce dernier augmente de façon importante dans le muscle 

après un exercice maximal chez le rat (Brady et al., 1979 ; Davies et al., 1982). Des résultats 

similaires ont été obtenus chez l’Homme. Ainsi, les lipides peroxydés sont augmentés chez des 

coureurs de longue distance (Viinikka et al., 1984 ; Duthie et al., 1990). De plus, l’exercice intense 

diminue les concentrations en vitamine E du foie et des muscles (Aikawa et al., 1984). 

Cependant, des différences sont observées en fonction de l’intensité et de la durée de 

l’exercice. Selon Lovlin et al. (1987), un exercice intense augmente la peroxydation lipidique tandis 

que de courtes périodes d’exercice pourraient l’inhiber. Des études menées in vitro dans des 

muscles de souris suggèrent une diminution de la production de lipides peroxydés avec un 

entraînement et de l’endurance (Alessio and Goldfarb, 1988). Il a été montré qu’un exercice régulier 

augmente l'activité du protéasome dans le myocarde et diminue le taux de protéines carbonylées. A 

l’opposé, une administration d’H2O2 pendant 2 semaines à des rats sédentaires aboutit à une activité 

accrue du protéasome mais à une augmentation de protéines carbonylées (cf. figure 55). Ces 

données suggèrent que l'exercice, au contraire d’un stress oxydant provoqué chez des rats 

sédentaires, stimule les mécanismes de résistance au stress oxydant en augmentant les systèmes de 

défenses antioxydantes (Radak et al., 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 55 : Effet de l'exercice contre un stress sédentaire (adapté de Radak et al., 2000). 

 

Cette génération de ROS lors d’un exercice est importante car elle conduit à un processus 

d’adaptation, qui permet de diminuer les ROS de par l’augmentation de l'activité des enzymes 

antioxydantes et du protéasome pour la dégradation des protéines oxydées (Radak et al., 2005). Il 

en résulte que l'exercice diminue l'incidence des maladies associées aux ROS comme les maladies 
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cardiovasculaires, les AVC, la maladie d'Alzheimer et certains types de cancers (Radak et al., 

2005 ; Mattson and Magnus, 2006 ; Mattson and Wan, 2005). 

Dans le diabète, des études ont suggéré qu’une activité physique régulière, modérée, associée 

à un équilibre alimentaire permet de retarder l’apparition du diabète de type 2 chez des patients 

intolérants au glucose (Oppert, 2005). Ils ont également montré qu’après un exercice musculaire, il 

y avait une amélioration de la captation du glucose due à une augmentation de l’insulino-sensibilité 

qui persiste plusieurs heures après l’exercice, et à une meilleur efficacité des transporteurs GLUT 4 

associée à une augmentation de l’hexokinase et de la glycogène synthase. 
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OBJECTIFS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le but de ce travail est de définir le rôle propre du stress oxydant dans l’apparition du 

diabète et de ses complications, de quantifier le stress oxydant et d’évaluer l’effet préventif 

d’antioxydants d’origine naturelle.  

Dans un premier temps, une méthode de screening cellulaire sur des cellules β insulino-

sécrétrices de rat (RINm5F) doit être développée. Cette approche permettra la sélection d’un ou de 

plusieurs antioxydants d’origine naturelle ayant les propriétés de prévention les plus importantes, 

parmi un extrait de polyphénols de vin rouge de Corbières (AOC), un extrait de thé vert contenant 

de l’épigallocatéchine gallate, le resvératrol cis et trans, et la procyanidine B2.  

Dans un second temps, le travail s’est focalisé sur la mise au point d’un modèle animal 

diabétique présentant un stress oxydant. Ces animaux sont caractérisés par la présence d’une 

intolérance au glucose et d’un hyperinsulinisme chronique. 

Enfin le troisième objectif est de valider les antioxydants sélectionnés dans la première partie 

de l’étude, sur ce modèle de rat intolérant au glucose, par son retentissement direct sur le contrôle 

métabolique et les marqueurs du stress oxydant, et indirect sur la stéatose hépatique développée 

dans ce modèle. 
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MATERIELS ET METHODES  

I. Etudes des antioxydants sur des cellules bêta pancréatiques  
 

A. Matériels  

1. Lignée cellulaire 

Les cellules cancéreuses d’insulinôme de rat clone m5F ou RINm5F (ATCC, American 

Type Culture Collection, Manassas, USA) sont issues d’un clone de cellules β RIN-m, qui 

produisent et sécrètent de l’insuline. Les cellules sont cultivées en milieu RPMI-1640 (Sigma, St 

Louis, USA) supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal (Sigma) et de 1% de solution 

antibiotique-antimycotique (ABAM, Gibco®, Invitrogen, Grand Island, USA) comprenant 

10 000U/mL de pénicilline G associée à 10mg/mL de streptomycine et 25µg/mL d’amphotéricine 

B. Les cellules sont incubées à 37°C sous atmosphère enrichie à 5% en CO2. Lorsque les cellules 

sont en phase de pré-confluence (80% de confluence), elles sont trypsinées à l’aide de trypsine 

EDTA à 0,05% (Sigma). Le milieu est changé toutes les 48 heures. 

2. Molécules antioxydantes 

Les extraits de polyphénols de vin rouge (RWPs pour Red Wine Polyphenols) proviennent 

d’un vin rouge français (Corbières, AOC) et ont gracieusement été fournis par le Professeur M. 

Moutounet de l’Institut National de la Recherche Agronomique (Montpellier, France) et analysés 

par le Professeur PL. Teisseidre du Département d’Œnologie (Bordeaux, France). Les composés 

phénoliques de l’extrait ont été adsorbés sur une colonne préparatrice, puis désorbés à l’aide 

d’alcool. L’éluât ainsi obtenu a été doucement évaporé et le résidu a été lyophilisé puis pulvérisé 

pour obtenir l’extrait sec. Un litre de vin rouge produit 2,9g d’extrait phénolique, qui contient 

471mg de composés phénoliques totaux par gramme d’extrait, exprimé en acide gallique. Les taux 

phénoliques de l’extrait ont été mesurés par HPLC. L’extrait contient 8,6mg/g de catéchine, 

8,7mg/g d’épicatéchine, des dimères (B1 : 6,9mg/g ; B2 : 8,0mg/g ; B3 : 20,7mg/g et B4 : 0,7mg/g), 

des anthocyanines (malvidin-3-glucoside : 11,7 mg/g ; peonidin-3-glucoside : 0,66mg/g et 

cyanidine-3-glucoside : 0,06mg/g) et des acides phénoliques (acide gallique : 5,0mg/g ; acide 

caféique : 2,5mg/g et acide caftarique : 12,5mg/g). Une solution mère d’extrait de polyphénols est 

préparée à 10mg/mL dans 50% d’éthanol en diluant la poudre dans un mélange volume à volume 

d’eau distillée et d’éthanol 100%. L’épigallocatéchine gallate (EGCG), forme pure d’un extrait de 

thé vert Teavigo® (DSM Nutritional Product, Gland, Suisse) est préparée sous forme d’une solution 

stock à 10mg/mL en dissolvant la poudre dans du milieu pour la culture des cellules RINm5F.  



92 

 

Les molécules chimiques caractérisées et utilisées sont le resvératrol trans (Rt) (Sigma), le 

resvératrol cis (Rc) synthétisé par un processus chimique par le Docteur P. Chabert du Laboratoire 

de Chimie des Polyphénols (Strasbourg, France). Les deux produits sont préparés de façon 

extemporanée dans de l’éthanol 100%, respectivement à des concentrations mères de 20mmol/L et 

10mmol/L pour Rt et Rc. La procyanidine B2 (PB2), (Extrasynthèse, Lyon, France) est préparée à 

une concentration initiale de 10mg/mL dans du tampon Phosphate-Buffered Saline (PBS) (Gibco®, 

Invitrogen) et conservée à - 80°C. Tous les composés antioxydants sont préparés à l’abri de la 

lumière. 

3. Molécules induisant un stress oxydant 

Le peroxyde d’hydrogène (H2O2), plus communément appelé eau oxygénée, est préparé 

extemporanément à partir d’une solution commerciale à 33% (Sigma) qui est diluée dans du milieu 

de culture. La streptozotocine, STZ, (Sigma) sous forme de poudre est dissoute dans un tampon 

citrate à 0,1mol/L à pH acide (pH 4,2). Un mélange d’hypoxanthine (Sigma) et de xanthine oxydase 

issue de lait de babeurre (Sigma) est  réalisé en respectant un rapport de 1 pour 40 et est également 

utilisé pour induire un stress oxydant. Les deux molécules sont préparées séparément, 

l’hypoxanthine (HX) est diluée dans du PBS et solubilisée avec de l’hydroxyde de sodium 5N et la 

xanthine oxydase est diluée dans du PBS également. Les deux molécules sont conservées à - 80°C. 

B. Méthodes 

1. Viabilité cellulaire 

Le screening de molécules antioxydantes a été réalisé à l’aide d’un test de cytotoxicité 

mesurant la viabilité cellulaire, le CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay 

(Promega Corporation, Madison, USA). Il s’agit d’une méthode colorimétrique basée sur la 

réduction du composé tétrazolium [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium, appelé MTS en un produit coloré, le formazan. La réaction est 

permise grâce à des enzymes de la famille des déshydrogénases présentes dans les cellules 

métaboliquement actives. La quantité de formazan produite est proportionnelle à l’activité cellulaire 

et peut être extrapolée à la prolifération cellulaire. Les cellules sont pour cela ensemencées dans des 

micro-plaques 96 puits traitées (BD Falcon™, Franklin Lakes, USA) à raison de 30 000 cellules par 

puits dans un volume de 200µL de milieu de culture supplémenté et incubées pendant 48 heures 

avant le test.  

Dans un premier temps, les molécules générant un stress oxydant sont testées seules. H2O2 

est testé de 0 à 50µmol/L pendant 30 minutes, STZ  de 0 à 50mmol/L pendant 2 heures et le couple 

HX/XO de 0 à 0,3mmol/L pour HX et 0 à 12mU/mL pour XO pendant une heure. Dans une 
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seconde partie, les antioxydants ont également été testés seuls pendant une heure à différentes 

concentrations : de 0 à 1000µg/mL pour les RWPs, 0 à 1000µmol/L pour Rc et Rt, et 0 à 

1000µg/mL pour ECGC et PB2. Enfin, dans une dernière partie, les tests ont été réalisés avec une 

pré-incubation des molécules antioxydantes pendant une heure aux concentrations décrites ci-

dessus. Puis sont ajoutées des solutions de molécules oxydantes à des concentrations finales de 

40µmol/L pendant 30 minutes pour H2O2, de 25mmol/L pour la STZ pendant 2 heures ou un 

mélange de 0,25mmol/L d’HX avec 10mU/mL de XO pendant une heure. 

Après le traitement, les puits sont rincés à l’aide de PBS, puis 100µL de milieu de culture 

supplémenté et 20µL de MTS sont ajoutés. Les plaques de culture sont incubées 2 heures à 37°C en 

atmosphère enrichie à 5% en CO2, et l’absorbance est mesurée à 490nm sur un lecteur de micro-

plaque 96 puits Metertech 960 (Metertech Inc., Taipei, Taiwan). Les résultats sont exprimés en 

pourcentage de viabilité par rapport au témoin négatif qui correspond à des cellules sans traitement.  

2. Détection de l’apoptose par cytométrie en flux (Annexine V-PE)  

Les cellules sont cultivées en plaque de 96 puits et le témoin positif d’apoptose 

(cinnamaldéhyde oxydé ou acide cinnamique ou (E)-3-phényl-2-propénal) est co-incubé à une 

concentration finale dans le puits de 0,25µmol/L avec les cellules, pendant 48 heures. 

 Les molécules oxydantes seules ou les composés antioxydants seuls ou les deux sont 

incubés au temps déterminés précédemment. Puis 10µL de réactif Guava Nexin (Millipore, Guava 

Technologies, Hayward, CA) sont ajoutés pendant 15 minutes. Le réactif comprend deux 

fluorophores : la phycoerythrine (PE) couplée à l’annexine-V et la 7 amino-actinomycineD 

(7’AAD). Le premier marque les cellules en apoptose car dans cet état, elles externalisent de la 

membrane les phosphatidylsérines, ligand de l’annexine-V, par un phénomène de flip-flop. Le 

second marque les cellules mortes d’une manière générale. Les cellules sont ensuite décollées de 

leur support selon un procédé confidentiel, développé par l’équipe du Dr CD. Muller de la Faculté 

de Pharmacie (Illkirch, Strasbourg), et les plaques de tests sont insérées dans le cytomètre en flux 

Guava Easycyte (Millipore). Les fluorophores sont excités à une longueur d’onde de 488nm et 

réémettent à une longueur d’onde d’émission de 575 et 647nm respectivement pour PE et 7’AAD. 

Cette technique permet de discriminer des cellules en apoptose précoce (annexinV-PE positive / 

7’AAD négatif) et des cellules en apoptose tardive (annexinV-PE positive / 7’AAD positif). Pour 

chaque test, 200 événements sont collectés et les résultats sont analysés avec le logiciel CytoSoft 

5.3 (Guava Technologies Inc., Hayward, CA, USA), (cf. figure 56). Les résultats sont exprimés en 

pourcentage de cellules apoptotiques (fluorescentes) par rapport au nombre total de cellules 

comptées. 
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Figure 56 : Analyses des résultats par le logiciel Cytosoft 5.3. 

Les cellules marquées de façon différente apparaissent dans les différents cadrans. Par exemple, des 

cellules non marquées par l’iodure de propidium et le PE apparaîtront dans le cadran en bas à gauche (A) 

au contraire des cellules ayant incorporées les deux fluorophores qui apparaîtront en haut à droite (B). Les 

pourcentages de cellules dans chacun des cadrans sont ensuite calculés. 

 

3. Détection de l’apoptose par cytométrie en flux (Caspase 8 et 9)  

Les cellules RINm5F sont ensemencées dans des plaques de 96 puits à raison de 10 000 

cellules par puits, dans 200µL de milieu de culture et incubées 48 heures avant le test, à 37°C et 5% 

de CO2. L’apoptose des cellules est induite par des concentrations croissantes d’H2O2, puis 10µL de 

chaque caspase sont ajoutés dans chaque puits : caspase 9-SR (sulforhodamine) et caspase 8-FAM 

(carboxyfluoresceine), mélangées et incubées une heure à 37°C (kit Guava Caspase 8 FAM et 

Caspase 9 SR, Guava Technologies Inc.). Puis 100µL de tampon de lavage 1X sont déposés dans 

les puits, les plaques sont ensuite centrifugées 5 minutes à 300g (24°C). Après avoir retiré le 

surnageant, 200µL de tampon de lavage 1X sont ajoutés et les cellules sont doucement remises en 

suspension, puis centrifugées 5 minutes à 300g et le surnageant est retiré. Enfin, 200µl de solution 

de 7’AAD sont ajoutés et les plaques sont incubées 10 minutes à température ambiante et dans 

l’obscurité. Pour chaque test, 200 événements sont collectés et les résultats sont analysés avec le 

logiciel CytoSoft 5.3 (Guava Technologies Inc.). Les résultats sont exprimés en pourcentage de 

cellules marquées au SR ou FAM par rapport au nombre total de cellules comptées. 

4. Mesure de la production de peroxyde d’hydrogène par cytométrie en flux 

(DCFH-DA) 

Les cellules RINm5F sont ensemencées dans des plaques de culture cellulaire de 24  puits 

traitées (BD Falcon™, Franklin Lakes, USA) à raison de 500 000 cellules/puits dans un volume de 

1mL de milieu de culture supplémenté pendant 48 heures. Les molécules oxydantes ou les 

composés antioxydants ou les deux sont incubés aux temps déterminés par le test de viabilité 

A B 
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cellulaire au Cell Titer. Puis le milieu est retiré et 500µL de milieu frais sont ajoutés, additionnés de 

2′,7′-Dichlorofluorescein diacétate (DCFH-DA, Sigma) à une concentration finale de 5µM. La 

DCFH-DA, lorsqu’elle rentre dans la cellule, est désacétylée par les estérases de la membrane, puis 

la forme DCFH est transformée par le peroxyde d’hydrogène intracellulaire en un composé 

fluorescent, le DCF. Les cellules sont incubées pendant une heure, puis le milieu est retiré, les 

cellules sont lavées au PBS et trypsinées. Après centrifugation, les culots cellulaires sont dissouts 

avec 500µL de PBS et 200µL de suspension sont transférés dans des micro-plaques de 96 puits. 

10µL d’iodure de propidium (PI) sont ajoutés pendant 15 minutes et les plaques sont déposées dans 

le cytomètre Guava Easycyte avec une longueur d’onde d’excitation à 488nm pour des émissions 

respectives à 647 et 530nm pour le PI et la DCF. Les données sont analysées avec le logiciel 

CytoSoft 5.3 (Guava Technologies Inc.), exprimées en pourcentage de cellules marquées et 

comparées au témoin sans traitement. 

5. Etudes des gènes du stress oxydant et des défenses antioxydantes par RT-

qPCR array 

Les extractions d’ARN totaux ont été réalisées avec un tampon d’extraction TRI
®
 Reagent 

(Sigma, Steinheim, Allemagne) sur des cellules en culture après traitement. 5 minutes après ajout 

du produit, 200µL de chloroforme Purex (Carlo ERBA Réactifs SDS, Peypin, France) sont ajoutés 

et la solution est vivement mélangée. Après repos de 10 minutes, les solutions sont centrifugées à 

12 000g pendant 15 minutes à 4°C (Centrifugeuse Allegra
TM

 21R, Beckman, Fullerton, CA, USA). 

La phase aqueuse est prélevée et les ARN sont précipités par ajout de 500µL d’isopropanol (Fluka, 

Buchs, Suisse). Après 10 minutes d’incubation à température ambiante, les solutions sont 

centrifugées à 12 000g pendant 10 minutes à 4°C (Centrifugeuse Allegra
TM

 21R, Beckman). Les 

ARN sont ensuite lavés par ajout d’un mL d’éthanol 75% glacé (Labonord, Templemars, France), 

puis centrifugés à 7 500g pendant 10 minutes à 4°C. Le culot contenant les ARN est ensuite séché à 

température ambiante pendant 5 minutes puis dissous par ajout de 20µL d’eau milliQ (Millipore) et 

chauffage à 55°C dans un bain-marie à sec pendant 10 minutes. 

Le dosage des ARN est réalisé en les diluant au 1/50
ème

 dans de l’eau milliQ et l’absorbance 

est mesurée à 260 et 280nm (spectrophotomètre Beckman DU
®
530, Beckman, Fullerton, CA, 

USA). Le ratio A260/A280 rend compte de la pureté de la préparation et doit être proche de 2. La 

concentration en ARN est calculée en sachant qu’une unité d’absorbance à 260nm équivaut à 40µg 

d’ARN simple brin/mL. 

Les ARNs sont ensuite transcrits par le kit RT² First Strand Kit (SABiosciences, Frederick 

MD, USA). Les ARNs sont débarrassés de potentiels contaminants d’ADN génomique (ADNg) par 

ajout de 2µL de tampon d’élimination d’ADNg concentré 5X (GE) à 1µg d’ARN extrait, dans un 
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volume final de 10µL, complété à l’aide d’eau sans RNAse fournie par le kit. Cette solution est 

incubée à 42°C pendant 5 minutes et placée une minute dans la glace. 10µL de solution « cocktail » 

de reverse transcription sont ensuite préparés par échantillon, en ajoutant : 4µl d’un tampon de 

reverse transcription 3 concentré 5X (BC3), 1µL de primers hexamériques aléatoires (P2), 2µL d’un 

mélange d’enzyme de reverse transcription (RE3) et 3µL d’eau sans RNase. Le mélange est ensuite 

incubé précisément 15 minutes à 42°C et la réaction est arrêtée par chauffage de la solution à 95°C 

pendant 5 minutes (thermocycleur iCycler
TM

 Thermal Cycler, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

L’ADN complémentaire (ADNc) ainsi formé est directement utilisé en étape de PCR ou conservé à 

-20°C. 

L’étude des gènes du stress oxydant et des défenses antioxydantes est réalisée à l’aide d’un kit 

RT² ProfilerTM PCR Array « Rat Oxidative Stress and Antioxydant Defense » (PARN-065A, 

SABiosciences). Le kit contient une plaque 96 puits contenant les amorces spécifiques de 84 gènes 

impliqués dans le stress oxydant, 5 gènes de références, des contrôles de transcription, 

d’amplification d’ADNg et des contrôles positifs (cf. figure 57). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 57 : Plan de plaque des gènes  « Rat oxidative stress and antioxydant defense » 

(PARN065A, SABiosciences) 

(RTC = reverse transcription control ; PPC = Positive PCR control) 

 

Rapidement, 200ng d’ADNc (20µL) d’une condition de traitement sont ajoutés à 1,275mL de 

RT² qPCR Master Mix (contenant la Taq DNA polymérase, les nucléotides et le Sybr Green qui 

s’intercale dans l’ADN double brin) dans un volume final de 2,55mL. 25µL de ce mélange sont 

dispatchés dans les 96 puits qui sont ensuite recouverts par des capuchons. La plaque est centrifugée 

30 secondes à 400rpm et disposée dans le thermocycleur. L’amplication d’ADN est mise en 

évidence par intercalation du Sybr Green dans les doubles brins d’ADN. Le signal fluorescent est 

capté par le module optique MyiQ
TM

 (Bio-Rad). Le programme de qPCR ainsi que le plan de 

plaque sont prédéfinis et l’analyse des résultats est réalisée sur l’interface du site SABiosciences 

(http://www.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php). Les résultats d’expression des gènes 

apparaissaient en nombre de fois par rapport au témoin sans traitement.  

http://www.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php
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6. Enzymes antioxydantes CAT et SOD 

Les extractions protéiques ont été réalisées avec un tampon de lyse contenant du Tris ultra 

pure pH 8 à 20mmol/L (Euromedex, Mundolsheim, France), du NaCl à 137mmol/L NaCl (Sigma), 

de l’Igepal CA-630 1% (Sigma), du PMSF ou phényl méthyl sulfonide fluoride à 31mmol/L 

(Eurobio, Les Ullis, France) et 10% de glycérol (Sigma) avec un inhibiteur de protéase Complete 

Mini® (Roche, Indianapolis, USA) dilué au 1/10
ème

 dans de l’eau distillée. Dix µL de XT sample 

buffer 4x (Bio-Rad, Hercules, USA) sont ensuite ajoutés à 50µg de protéines totales puis chauffés 5 

minutes à 95°C et déposés sur un gel dénaturant SDS-PAGE Criterion
TM

 XT 4-12% Bis-Tris gel 

(Bio-Rad). La migration est réalisée dans un tampon XT MES Running buffer (Bio-Rad) à 200V 

pendant 35 minutes. Ensuite, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose de 

0,45µm (Bio-Rad) dans un tampon de transfert Tris/glycine pendant 30 minutes à 100V. Les 

membranes sont ensuite saturées en utilisant la solution de blocage du kit WesternBreeze® 

Chemiluminescent (Invitrogen, Grand Island, USA) pendant 30 minutes à température ambiante 

sous agitation faible et rincées deux fois avec de l’eau distillée. Elles sont ensuite incubées avec un 

anticorps primaire anti-catalase produit chez la souris dilué au 1/1000
ème

, un anticorps primaire anti-

SOD produit chez le rat (Sigma) dilué au 1/1000
ème

 ou un anticorps monoclonal anti β-actine 

produit chez la souris (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA) dilué au 1/5000 dans 

la solution de blocage sur la nuit à 4°C. Les membranes sont ensuite lavées 3 fois avec la solution 

de lavage du même kit et l’anticorps secondaire (anti-souris ou anti-rat) est ajouté pendant 30 

minutes. Les membranes sont à nouveau rincées avec la solution du kit puis à l’eau distillée. La 

révélation des membranes est réalisée avec la combinaison d’un substrat chimioluminescent (ECL) 

et d’un initiateur de réaction (enhancer) qui réagissent à l’enzyme couplée à l’anticorps secondaire, 

la phosphatase alcaline (PAL). Les membranes sont ensuite exposées dans un système de détection 

ChemiDoc XRS (Bio-Rad) surmonté d’une caméra (pendant 600 secondes) et les images sont 

capturées et analysées par le logiciel Quantity One. Les expressions de la CAT et de la SOD sont 

normalisées par rapport à la quantité de β-actine et les quantités sont exprimées en pourcentage par 

rapport au témoin négatif sans traitement. 

7. Détection des protéines carbonylées par ELISA 

Le dosage des protéines carbonylées s’effectue à l’aide d’un kit ELISA OxiSelect
TM

 Protein 

Carbonyl (Cell Biolabs Inc., San Diego, CA, USA). Les groupements carbonyls des protéines, 

fixées au fond des puits, résultant d’une modification covalente induite par les dérivés radicalaires 

ou les espèces réactives de l’oxygène, sont mis en évidence par réaction avec la 

dinitrophénylhydrazine (DNPH) pour former une dinitrophénylhydrazone (DNP-hydrazone). Celle-

ci va être reconnue par un anticorps primaire anti-DNP IgG de lapin qui va fixer un anticorps 
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secondaire conjugué à la HRP. La quantité de protéines carbonylées est proportionnelle à la quantité 

de substrat transformée par la HRP et les concentrations inconnues sont déterminées par droite 

d’étalonnage de BSA oxydées. 

Rapidement,  les cellules sont cultivées en boîte de Pétri 150mm (Iwaki, Asahi Techno 

Glass Corp., Tokyo, Japan) pendant 48 heures à raison de 15.10
6
 cellules par boîte. Après induction 

du stress ou test des antioxydants ou des deux aux temps et doses déterminées, les cellules sont 

rincées au PBS et 500µL de tampon de RIPA (Millipore, Temecula, CA, USA) contenant un 

inhibiteur de protéase dilué au 1/10
ème

 (Complete Mini®, Roche) sont ajoutés. Les cellules sont 

décollées à l’aide d’un grattoir à cellules (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Allemagne), 

récoltées et centrifugées. Cent µL d’échantillon contenant 10µg/mL de protéines ou de point de 

gamme de BSA oxydée, sont déposés dans une plaque 96 puits et incubés à 4°C pendant toute la 

nuit. Les échantillons sont ensuite lavés trois fois au PBS 1X et 100µL de solution contenant le 

DNPH sont incubés pendant 45 minutes à l’abri de la lumière et à température ambiante. Les puits 

sont ensuite lavés 2 fois pendant 5 minutes avec du PBS 1X / éthanol (v/v), puis 2 fois 5 minutes 

avec du PBS seul. La solution de saturation est ajoutée aux échantillons et incubée pendant une 

heure. Trois rinçages sont ensuite réalisés avec une solution de lavage fournie dans le kit. Les 

échantillons sont ensuite mis en contact avec 100µL d’anticorps primaire anti-DNP produit chez le 

lapin dilué au 1/1000
ème

 dans la solution de saturation, et incubés pendant une heure à température 

ambiante. Les puits sont rincés 3 fois comme vu précédemment. Les échantillons sont ensuite mis 

en contact avec l’anticorps secondaire anti-lapin couplé à la HRP, pendant une heure, puis rincés 5 

fois avec la solution de lavage. Cent µL de substrat sont ajoutés dans chaque puits, incubés 5 

minutes puis 100µL de solution d’arrêt sont ajoutés afin de stopper la réaction. La lecture de 

l’absorbance est réalisée immédiatement à 450nm sur le lecteur iMark (Bio-Rad, Marne-la-

Coquette, France). La quantité de protéines carbonylées des échantillons est exprimée en nmol/mg 

de protéines totales. 

8. Mesure de la peroxydation lipidique  

La peroxydation lipidique est mesurée par la quantification du malondialdéhyde libre 

(MDA), un produit de dégradation des réactions de peroxydation lipidique se formant lors de 

l'attaque des lipides polyinsaturés par des espèces réactives de l'oxygène. La mesure du MDA dans 

chaque échantillon est réalisée par spectrophotométrie à l’aide du kit BIOXYTECH
®
 MDA-586

TM
 

(Oxis Research, Foster City, CA, USA). Rapidement, les cellules sont mises en culture, à raison de 

15.10
6
 par boîtes de Pétri de 150mm pendant 48 heures. Les cellules sont ensuite traitées ou non 

avec les antioxydants et les molécules pro-oxydantes aux temps et concentrations préalablement 

déterminées. Les cellules sont lysées à l’aide du tampon RIPA (Millipore), récupérées, centrifugées 
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à 3000g pendant 10 minutes à 4°C. Puis 1% de β-mercaptoéthanol est ajouté dans un microtube de 

1,5mL à 40µL de surnageant cellulaire après centrifugation, pour éviter l’oxydation. 2µL de 

probucol y sont ajoutés ainsi que 128µL de réactif R1. Les microtubes sont vortexés rapidement et 

30µL de réactif R2 sont déposés avant de vortexer soigneusement les tubes et de les incuber 1 heure 

à 45°C dans un bain-marie à sec. Les échantillons sont ensuite centrifugés 10 minutes à 10 000g et 

l’absorbance est déterminée à 586nm (spectrophotomètre Beckman DU
®

530, Beckman, Fullerton, 

CA, USA) pour calculer le taux de MDA libre à partir d’une courbe étalon. Les résultats sont 

exprimés en µmol/L par rapport au témoin négatif. 

9. Analyses statistiques 

Pour chaque test, les résultats sont présentés par leur moyenne ± écart-type (avec n ≥ 3). La 

significativité des tests statistiques est donnée par les tests One Way Anova avec une comparaison 

de Student Newman-Keuls post hoc pour des échantillons indépendants à plusieurs variables ou par 

un T-test pour des échantillons dépendants (une seule variable). Des valeurs de p<0,05 sont 

considérés comme statistiquement significatives. 

 

II. Etudes des antioxydants in vivo chez le rat hyperinsulinique  

A. Mise au point du modèle animal 

Pour l’étude des antioxydants in vivo, le choix s’est porté sur des rats Wistar mâles de 200g 

(8-10 semaines) du centre d’élevage DEPRE (Saint Doulchard, France). Les rats ont été bagués à 

l’oreille et ont subi une quarantaine d’une semaine avant de commencer l’étude.  

L’induction d’un hyperinsulinisme conduisant à un diabète de type 2 chez le rat est rendu 

possible grâce à un régime alimentaire hypercalorique « WESTERN RD » (SDS, Special Diets 

Services, Saint Gratien, France). Ce régime « High Fat Diet » (HFD) contient en valeur brute 21,4% 

de matières grasses ; 17,5% de protéines ; 3,5% de fibres ; 4,1% de cendres (matières minérales) et 

50% de sucre. Il s’agit d’un régime hypercalorique (4,6kcal/g de nourriture) et hyperlipidique, 

composé d’acides gras saturés (11,35%) majoritaires et d’acides gras polyinsaturés en moindre 

quantité (7,16%). Par comparaison l’alimentation des groupes témoins « Normal Diet » (ND) de la 

société SAFE (Augy, France) est de plus faible énergie (2,9kcal/g) et contient en valeur brute 3,1% 

de matières grasses ; 16,1% de protéines ; 3,9% de fibres et 5,1% de cendres. Pour réaliser cette 

étude, deux groupes d’animaux ont été réalisés de façon randomisée : un groupe ND + eau (6 rats) 

et un groupe HFD + eau (10 rats). 

Les deux groupes  ont été alimentés avec ces deux régimes pendant 7 mois et ont eu accès à la 

nourriture et à l’eau de boisson ad libitum. Les résultats ont montré qu’à deux mois de traitement 

par régime HFD, les rats présentaient un hyperinsulinisme marqué. 
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B. Etudes des antioxydants et de l’exercice physique 

Un régime alimentaire de deux mois HFD suffit pour induire un hyperinsulinisme. Ainsi 135 

rats ont été traités pendant deux mois avec de la nourriture HFD (65 rats) et ND (65 rats) et de l’eau 

ad libitum. Après cette période, les animaux se sont vus administrer les antioxydants et faire de 

l’exercice tout en continuant leur régime alimentaire. Au sein des deux groupes initiaux, quatre 

sous-groupes ont été effectués de la façon suivante : 

- Groupe ND + placébo (solvant) 

- Groupe ND + RWPs 

- Groupe ND + EGCG 

- Groupe ND + Exercice  

- Groupe HFD + placébo (solvant) 

- Groupe HFD + RWPs 

- Groupe HFD + EGCG 

- Groupe HFD + Exercice  

Chaque groupe comprend 15 animaux. Les polyphénols (RWPs) sont les mêmes que ceux utilisés 

dans l’étude in vitro. En revanche, l’EGCG Teavigo
® 

utilisée provient du même fournisseur que 

dans l’étude in vitro (DSM Nutritional Product, Gland, Suisse), mais n’a pas la même teneur en 

EGCG. L’EGCG utilisée est 34 fois moins concentrée que celle de l’étude in vitro (cf. figure 58). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 58 : Etude de deux solutions de Teavigo par HPLC. 

L’étude a été réalisée sur une colonne (dimensions : l = 0,125mm ;  = 4,0mm) en gel de silice octadécylsilylé pour 

chromatographie R (5 µm), à particules sphériques. La phase mobile est constituée de deux solvants (A : eau contenant 

0,1% d’acide formique et B : méthanol contenant 0,1% d’acide formique). Le temps de rétention de l’EGCG est de 22,5 

minutes. 
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En effet pour cette étude, 1,7g de produit fini commercial contient 50mg d’EGCG. Les molécules 

sont administrées dans les biberons à raison de 50mg/kg/jour. Les biberons sont préparés pour  deux 

jours en semaine et trois jours pour le week-end. Le solvant utilisé pour diluer les poudres est de 

l’éthanol absolu à 3,3%. Les biberons sont recouverts de papier d’aluminium pour que les 

molécules ne soient pas détériorées par la lumière. Le groupe placebo reçoit uniquement du solvant 

comme boisson. Le groupe exercice reçoit le placebo en boisson et effectue une nage forcée dans de 

l’eau à ~33°C (cf. figure 59) pendant une heure, cinq fois par semaine, pendant toute la durée de 

l’étude (3 mois). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 59 : Nage des rats en piscine (source personnelle). 

 

C. Méthodes 

1. Masse des animaux et préparation des biberons d’antioxydants / placébo 

La masse des animaux est relevée une fois par semaine (le lundi) pendant toute la durée de 

l’étude. 

2. Sacrifices, prélèvement des organes et dissections des artères 

Des sacrifices ont eu lieu avant l’administration des antioxydants, du placebo et avant 

l’exercice soit 10 rats au total (5 rats HFD et 5 rats ND). Puis 5 rats par groupe sont sacrifiés chaque 

mois. 

 Les rats sont endormis avec un mélange xylazine / kétamine soit 2,7mL de Rompun
®
 2% 

(Bayer, Puteaux, France) ajouté à 10mL d’Imalgène
®
 1000 (Mérial, Lyon, France) à une dose de 

100µL/100g. Après vérification du stade de l’endormissement des animaux (vibrisses inertes, perte 

du réflexe palpébral, non réactivité à des stimuli externes), le rat est placé en décubitus dorsal et une 

laparotomie médiane xypho-pubienne des plans cutané puis musculaire est réalisée. Après 

dégagement des tissus conjonctifs et graisseux autour de la bifurcation aorto-illiaque, l’animal est 

exanguiné par ponction dans l’aorte, à l’aide d’une aiguille jaune Neolus 20G et d’une seringue de 

10mL (Terumo Europe, Louvain, Belgique). Le sang total recueilli est directement transvasé dans 
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des tubes EDTA BD Vacutainer (BD, Plymouth, Royaume-Uni) puis centrifugé dans une 

centrifugeuse Eppendorf 5810R (Eppendorf AG, Hambourg, Allemagne) pendant 30 minutes à 

4000g à 4°C. Le plasma dans la partie supérieure du tube est prélevé et conservé dans des micro-

tubes de 2mL à -80°C. 

 Rapidement, le mésentère est prélevé et placé dans une solution de Krebs à pH 7,4 

(118mmol/L NaCl ; 4,7mmol/L KCl ; 1,18mmol/L KH2PO4 ; 1,17mmol/L MgSO4, 7H2O ; 

1,25mmol/L CaCl2 ; 25mmol/L NaHCO3 et 11mmol/L glucose) jusqu’à dissection des artères sous 

loupe binoculaire. Puis le pancréas est prélevé suivi du rein, de la rate, de la graisse, du muscle 

gastrocnémien, du cœur, du foie total et des deux yeux. En parallèle, les aortes thoracique et 

fémorale sont prélevées et placées dans le Krebs. 

Les vaisseaux (aorte, artère mésentérique et artère fémorale) prélevés et conservés dans du 

tampon Krebs sont rapidement disséqués sous loupe binoculaire afin de retirer le tissu conjonctif et 

adipeux sans léser l’endothélium vasculaire. 

3. Etudes biochimiques plasmatiques  

a) Dosage des protéines totales  

Les protéines plasmatiques totales sont dosées par la méthode de Bradford. Les échantillons 

sont au préalable dilués au 1/100
ème

 dans de l’eau distillée. 10µL d’échantillons dilués ou de point 

de gamme de BSA sont déposés dans une plaque 96 puits non stérile (Greiner Bio-One GmbH, 

Frickenhausen, Allemagne), puis 200µL de réactif de Bradford (Bio-Rad, Munich, Allemagne) 

dilué au 1/5
ème

 est ajouté aux échantillons. La réaction se poursuit dans le noir pendant 10 minutes, 

puis l’absorbance est lue à 595nm sur le lecteur de plaque 96 puits iMark (Bio-Rad). Les résultats 

sont déterminés à partir de la droite d’étalonnage obtenue avec la BSA et sont exprimés en mg. 

b) Etude de la glycémie 

La concentration en glucose plasmatique est déterminée à l’aide du kit de dosage Glucose 

RTU® (BioMérieux, Marcy-l’Étoile, France). 10µL de plasma sont déposés au fond d’une semi-

microcuve à spectrophotomètre en polystyrène (Ratiolab, Dreieich, Allemagne) et 1mL de réactif 

glucose RTU® est ajouté. La réaction se déroule pendant 20 minutes à température ambiante, puis 

l’absorbance est lue à 505nm au spectrophotomètre Beckman DU
®
530. La glucose oxydase contenu 

dans le réactif catalyse de façon spécifique l’oxydation du glucose produisant ainsi de l’acide 

gluconique et de l’eau oxygénée. Cette dernière va réagir avec du phénol et de l’amino-4 antipyrine 

pour former en présence de peroxydase un produit de couleur rose, la quinonéimine dont l’intensité 

de coloration est proportionnelle à la quantité de glucose présente dans l’échantillon. Les glycémies 

sont exprimées en g/L. 
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c) Dosage du C-peptide  

Le C-peptide reflète mieux la sécrétion d’insuline par le pancréas car celle-ci possède un 

temps de demi-vie extrêmement court. C’est pourquoi, il est mesuré dans le plasma par le kit 

ELISA C-peptide (Mercodia, Uppsala, Suède). 

Le test repose sur un dosage immunologique enzymatique du C-peptide par la technique de 

sandwich directe. Des anticorps monoclonaux fixés aux plaques de microtitration, lient 

spécifiquement un épitope du C-peptide. Après lavage, des anticorps anti-peptide C conjugués à la 

peroxydase et dirigés contre un autre épitope se fixent sur le peptide et le surplus est enlevé. 

L’enzyme transforme alors son substrat TMB (3,3',5,5'-tétraméthylbenzidine) en un produit coloré 

bleu (milieu neutre) qui devient jaune lorsque la réaction est arrêtée par ajout d’acide. La quantité 

de ce produit jaune a un pic d’absorption à 450nm et est proportionnelle à la quantité de C-peptide, 

déterminée par courbe d’étalonnage.  

Les points de gamme sont reconstitués avec 1mL d’eau ultra pure (milliQ). Puis 10µL de 

plasma ou de points de gamme sont déposés en duplicate dans les puits. 50µL de tampon Assay 

Buffer sont ajoutés dans chaque puits et la plaque est incubée une heure à température ambiante sur 

un agitateur de plaque Titramax 100 entre 700 et 900rpm, (Heidolph Instruments, Schwabach, 

Allemagne). Les plaques sont ensuite lavées 6 fois à l’aide d’une pissette contenant la solution de 

lavage. 100µL de la solution d'enzyme conjuguée sont ajoutés dans chaque puits et incubés une 

heure à température ambiante. Six lavages sont réalisés et 200µL de substrat TMB sont ajoutés dans 

chaque puits pendant 15 minutes à température ambiante. La réaction est stoppée par ajout de 50µL 

de solution neutralisante et les puits sont rapidement mélangés sur l’agitateur avant d’être insérés 

sur le lecteur de plaque iMark à 450nm. La C-peptidémie est exprimée en pmol/L. 

d) Dosage de la proinsuline 

Le dosage de la proinsuline est un dosage complémentaire de celui du C-peptide ou de 

l’insuline. La proinsuline est dosée dans des échantillons plasmatiques par le kit Rat/Mouse 

Proinsulin ELISA (Mercodia) dont le principe repose exactement sur celui du peptide C. Les points 

de gamme sont reconstitués de la même manière, puis 50µL de la solution d'enzyme conjuguée sont 

ajoutés dans chaque puits et 25µL de plasma ou de point de gamme sont déposés en duplicate dans 

les puits correspondants. La plaque est incubée deux heures à température ambiante sur un agitateur 

de plaque Titramax 100. Les plaques sont ensuite lavées 6 fois comme décrit précédemment et 

200µL de substrat TMB sont ajoutés dans chaque puits et incubé 30 minutes à température 

ambiante. La réaction est stoppée par ajout de 50µL de solution neutralisante et les puits sont 

rapidement mélangés sur l’agitateur avant d’être lus au lecteur iMark à 450nm. La proinsulinémie 

est exprimée en pmol/L. 
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e) Dosage des triglycérides 

Les triglycérides sont des esters d’acide gras et de glycérol, présents dans le sang et que l’on 

retrouve dans le plasma. Leur quantité est anormalement augmentée au cours d’un diabète de type 2 

et liée à l’hyperinsulinisme. Le dosage des triglycérides est réalisé à l’aide du kit Triglycerides 

Quantification Kit (BioVision Research Products, Mountain view, CA, USA) sur des échantillons 

plasmatiques dilués au 1/50
ème

 dans le tampon triglycéride fourni dans le kit. Une gamme de 

concentration de triglycérides est directement réalisée dans une plaque 96 puits non stérile à l’aide 

d’une solution standard à 1mmol/L fournie, dans un volume final de 50µL. 50µL d’échantillons 

plasmatique dilué sont également déposés dans des puits correspondants. 1,5µL de lipase est ajoutée 

à chacun des puits et la plaque est incubée 20 minutes à température ambiante. Un mélange de 

réactif comprenant 46µL de tampon triglycéride, 2µL d’amorce triglycéride et 2µL d’un mélange 

enzymatique sont ajoutés par puits et incubés une heure à température ambiante, à l’abri de la 

lumière. L’absorbance est mesurée à 550nm sur le lecteur iMark. Après soustraction du zéro de la 

gamme à toutes les valeurs d’absorbance, la droite d’étalonnage est tracée. Les concentrations des 

échantillons sont déterminées en divisant les taux de triglycérides trouvés à partir de la droite par le 

volume d’échantillon initial avant dilution. Le taux de triglycérides sanguin est exprimé en mmol/L. 

f) Etude de l’inflammation par la protéine C-réactive 

La protéine C réactive ou CRP est une protéine synthétisée par le foie dans la phase aiguë de 

l’inflammation. C’est un marqueur précoce, sensible et spécifique de la réaction inflammatoire. 

Dans le plasma des rats de l’étude, la CRP est dosée par le kit ELISA Rat C-Reactive Protein de 

chez Millipore (Temecula, CA, USA). Les échantillons plasmatiques sont dilués au 1/4000
ème

 dans 

du tampon de lavage et incubés à température ambiante pendant 30 minutes, comme les points de la 

droite d’étalonnage. Les puits sont lavés 5 fois et l’excès est éliminé. 100µL de solution conjuguée 

contenant le second anticorps couplé à la HRP, sont ajoutés pendant 30 minutes à température 

ambiante et les puits sont lavés 3 fois comme décrit précédemment. Le substrat (TMB) est ajouté 

pendant 10 minutes à température ambiante et la réaction est stoppée par ajout de 100µL de solution 

stop. L’absorbance est mesurée à 450nm sur le lecteur iMark et les concentrations plasmatiques en 

CRP des échantillons sont déterminées grâce à une droite d’étalonnage. La concentration en CRP 

plasmatique est exprimée en µg/mL. 

4. Etude du stress oxydant  

a) Dosage des lipides peroxydés par la méthode TBARS  

Le malondialdéhyde (MDA) est un produit de peroxydation lipidique, mais il existe d'autres 

entités radicalaires, qui peuvent également se former au cours de la peroxydation lipidique. Ces 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_de_phase_aigu%C3%AB
http://fr.wikipedia.org/wiki/Inflammation
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entités sont connues sous le nom de TBARS (Thio Barbituric Acid Reactive Substances). Cette 

mesure traduit une peroxydation lipidique globale. Le MDA est mesuré en utilisant la réaction de 

deux molécules d'acide thiobarbiturique (TBA) avec une molécule de MDA, à 95° C en milieu 

acide pour former un adduit de couleur rose qui peut être mesuré par fluorimétrie ou 

spectrophotométrie. La quantité de lipides peroxydés d’un échantillon est déterminée à l’aide d’une 

courbe étalon de MDA (Sigma). Cette technique permet de mesurer la peroxydation lipidique de 

façon globale tandis que le kit utilisé in vitro, ne mesure que l’entité majoritaire, à savoir le MDA. 

Cent µL de plasma ou de point de gamme de MDA sont déposés dans un microtube de 

1,5mL et 200µL d’acide trichloroacétique (TCA, Fisher scientific, Allemagne) 10% sont ajoutés 

pour précipiter les protéines. Les tubes sont placés 15 minutes dans la glace, puis centrifugés à 

2200g pendant 15 minutes à 4°C (Centrifugeuse Allegra
TM

 21R, Beckman, Fullerton, CA, USA). 

200µL de surnageant sont transférés dans un microtube de 1,5mL et 200µL d’acide thiobarbiturique 

(TBA, Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Allemagne) à 0,67% sont ajoutés. Le tout est placé dans 

un bain à sec à 95°C pendant 1 heure. Puis 150µL de solution sont déposés en duplicate en plaque 

de 96 puits non stérile et l’absorbance est mesurée au spectrophotomètre iMark à 550nm. La 

quantité de lipides peroxydés contenus dans l’échantillon est exprimée en µmol/L par mg de 

protéines présentes. 

b) Dosages des protéines carbonylées du plasma 

L’introduction de groupement carbonyls dans les protéines sont des modifications induites 

par le stress oxydant. Ces groupements carbonyls peuvent réagir avec le 2,4-dinitrophénylhydrazine 

(DNPH) et conduire à la dérivatisation de la protéine en 2,4-dinitrophénylhydrazone (DNP-

hydrazone). Le kit ELISA de détection de protéines carbonylées OxiSelect
TM

 (Cell Biolabs, Inc., 

San Diego, CA, USA) permet la formation de protéines dérivatisées portant le DNP et l’analyse est 

réalisée selon la technique de l’ELISA.  

 Les échantillons plasmatiques, dilués à une concentration finale de 10µg/mL, ou les 

standards de BSA sont adsorbés (100µL) sur une plaque de 96 puits à 4°C pendant la nuit. 

L’expérimentation suit exactement le protocole qui est décrit dans le chapitre I.B.7 du « Matériels et 

Méthodes ». La lecture de l’absorbance s’effectue également à 450nm sur le lecteur iMark. La 

quantité de protéines carbonylées des échantillons est exprimée en nmol/mg de protéines totales. 

5. Congélation et inclusions des organes prélevés 

a) Congélation à sec 

Les organes prélevés sont coupés en quatre morceaux, excepté les yeux, et les reins sont 

chacun coupés en deux. Deux morceaux de tissus et des sections de vaisseaux sont mis dans des 
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micro-tubes de 2mL et plongés directement dans de l’azote liquide (Linde, Velaine-en-Haye, 

France) et conservés à -80°C pour une congélation à sec. Le but de ces prélèvements est de 

constituer une tissuthèque afin de procéder à des analyses de façon ultérieure. 

b) Congélation en OCT 

Un morceau de chaque tissu restant ainsi que des sections de vaisseaux sont disposés dans 

des moules en plastique Histomold (Leica, Biosystems, Nussloch, Allemagne), recouverts d’une 

colle physiologique Tissue Tek OCT (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) et 

congelés avec de l’azote liquide, puis conservés à -80°C. 

c) Inclusions d’organes en paraffine 

Un morceau de chaque organe est directement imprégné dans une solution de 

paraformaldéhyde 4% (Sigma) pendant quatre heures. Ensuite, les organes sont lavés deux fois 10 

minutes avec du PBS 1X pH 7,4 (Euromedex, Mundolsheim, France) afin d’éliminer l’excédent de 

PFA. La paraffine n’étant pas miscible au milieu aqueux, les organes sont ensuite déshydratés par 

des bains successifs et concentrés d’éthanol (Labonord). Ils sont trempés deux fois 10 minutes dans 

de l’éthanol 70%, puis trois fois 15 minutes dans de l’éthanol 95% et enfin deux fois 30 minutes 

dans de l’éthanol 100 %. Un milieu intermédiaire est également requis car la paraffine n’est pas non 

plus miscible à l’éthanol. Pour cela, les organes sont plongés dans trois bains successifs de toluène 

(Labonord) pendant 15 minutes chacun. Ce solvant sert également d’éclaircissant de la pièce à 

inclure. Les organes sont ensuite immergés dans trois bains de 20 minutes de paraffine Q Path 

Paraffin Normal (Labonord) pré-fondue à 64°C dans une étuve (Memmert, Schwabach, Allemagne) 

puis déposés dans des moules à inclusions jetables Macrosette (Starlab, Bagneux, France) remplis 

de paraffine fondue. Une cassette d’inclusion Macro Star V (Labonord) est identifiée pour chaque 

organe issu de chaque animal, déposée sur le moule et recouverte de paraffine. Le tout est sorti de 

l’étuve et disposé à température ambiante pour refroidissement. Les pièces sont facilement 

démoulées après avoir passé quelques heures dans le réfrigérateur et conservées à température 

ambiante. 

6. Etudes histologiques 

a) Mise en évidence des plaques d’athérome dans l’aorte 

L’aorte de chaque animal, conservée dans une solution de Krebs et débarrassée des tissus 

adipeux et conjonctifs, est disséquée en deux de la crosse aortique aux bifurcations iliaques et est 

fixée sur une matrice gélosée. Le tissu est ensuite déshydraté pendant 5 minutes par de l’éthanol 

70%, puis une solution de Sudan IV à 0,9% (Sigma), dissoute dans 35% d’éthanol, 50% d’acétone 

(Labonord) et 15% d’eau distillée, est ajoutée, pendant 15 minutes sous agitation. L’aorte est 
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ensuite rincée par une solution d’éthanol à 80% et des photographies sont réalisées afin d’observer 

les plaques d’athérome. 

b) Coupe au microtome et déparaffinage de lames 

Avant la coupe des organes inclus en bloc de paraffine, ces derniers sont placés à -20°C pendant 

10 à 15 minutes. Ils sont ensuite disposés sur un microtome Leica (Nusslach, Allemagne) et 

dégrossis en le coupant à une épaisseur de 10µm. Les coupes d’intérêt sont réalisées à une épaisseur 

de 4µm. Chaque coupe est délicatement déposée dans un bain-marie à environ 50°C et récupérée 

sur une lame porte-objet Superfrost (Menzel GmbH, Braunschweig, Allemagne). Chaque lame est 

disposée dans un porte-lame et celui-ci est placé à l’étuve (Memmert, Scwabach, Allemagne) à 

60°C pendant une heure afin de faire fondre la paraffine. Le surplus de paraffine est enlevé en 

trempant le porte-lame dans 3 bains successifs de toluène pendant 5 minutes, 3 bains d’éthanol 

100% pendant 2 minutes et un rinçage dans de l’eau du robinet. Les lames sont directement 

utilisées. 

c) Coloration hématoxyline /  éosine 

 La coloration par de l’hématoxyline / éosine est une technique qui permet d’apprécier l’état 

basal d’un tissu. Une fois que les lames du porte-lame sont déparaffinées, celui-ci est trempé dans 

un bain d’hématoxyline de Harris (Labonord) pendant 30 secondes. Les éléments basophiles des 

tissus vont alors prendre une coloration rouge-violette. Les lames sont rincées dans deux bacs d’eau 

du robinet successifs puis trempées et agitées 2 à 3 fois dans un bain contenant 1% d’acide 

chlorhydrique 32% (Riedel-de Haën, Sigma Chemie, Seelze, Allemagne) et 99% d’éthanol 96% 

(Labonord) qui va légèrement décolorer la préparation et donner une teinte orangée à la préparation. 

Les lames sont encore rincées avec de l’eau puis trempées dans une solution d’eau ammoniacale à 

0,25% (Ammoniaque 20%, Fisher Scientific, Leicestershire, Royaume-Uni) jusqu’à obtention d’une 

couleur bleue (coloration violette des noyaux). Les lames sont rincées puis disposées dans un bain 

d’éosine filtrée contenant 3,125g d’éosine et 1,875g d’érythrosine (Réactif RAL, Martillac, France) 

pour un litre d’eau distillée, pendant 10 secondes pour colorer les éléments acidophiles du tissu. 

Après un rinçage, les lames sont trempées dans trois bains successifs d’éthanol 100% (décoloration) 

puis passées rapidement dans un bain de toluène. Les lames sont ensuite scellées avec une lamelle à 

l’aide d’une colle EUKITT
®
 (Kindler GmbH, Fribourg, Allemagne) et conservées dans des boîtes à 

température ambiante jusqu’à analyse sous microscope.  

 

 Mesure de la taille des îlots de Langerhans 

Sur chaque coupe de pancréas colorée à la HE, une moyenne de dix champs optiques 

contenant un ou plusieurs îlots ont été photographiés au microscope AxioSkop 20 (Carl Zeiss, 
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Allemagne) à l’aide d’une caméra Nikon Digital Sight (Nikon, Tokyo, Japon). Sur ces champs, la 

surface des îlots est mesurée par le logiciel Nikon NIS Elements Br, version 3,00 SP7 (Nikon) et la 

grosseur des îlots est définie par les tailles suivantes : 

- Une taille inférieure à 10 000µm² correspond à un petit îlot,  

- Une taille comprise entre 10 000 et 30 000µm² correspond à un îlot moyen,  

- Et une taille supérieure à 30 000µm² correspond à un gros îlot.  

-  

 Méthode d’évaluation de la stéatose hépatique 

Pour chaque coupe de foie, la stéatose est évaluée par un système de score pour les maladies 

du foie gras d’origine non alcoolique selon Kleiner et al. (2005) : 

- score 0 pour une stéatose inférieure à 5%, 

- score 1, si elle est comprise entre 5 et 33%,  

- score 2, si elle est strictement comprise entre 33 et 66%,  

- score 3, si elle est strictement supérieure à 66%.  

d) Coloration au trichrome de Masson 

 Cette coloration permet de mettre en évidence la fibrose dans des tissus. Les lames d’intérêt 

sont disposées dans une boîte à coloration (type Hellendahl) contenant une solution de Bouin 

(Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Allemagne) et chauffées à 56 °C pendant 15 minutes dans une 

étuve (Memmert). La boîte à coloration est refroidie dans un bain d’eau du robinet, et les lames sont 

rincées à l’eau du robinet pour enlever la coloration jaune. Elles sont ensuite trempées dans 

l’hématoxyline de Weigert’s (Sigma) pendant 5 minutes et rincées dans de l’eau du robinet pendant 

5 minutes puis à l’eau distillée. Les lames sont ensuite disposées dans la fuchsine acide (Sigma) 

pendant 5 minutes, rincées à l’eau distillée et placées 5 minutes dans la solution d’acide 

phosphotungstique / phosphomolybdique (Sigma). Les lames sont ensuite trempées dans une 

solution de bleu d’aniline (Sigma) et rincées plusieurs fois à l’eau distillée. Enfin, les lames sont 

placées 2 minutes dans l’acide acétique 1% (Labonord), déshydratées dans l’éthanol 95% 

(Labonord) et nettoyées dans le toluène, collées avec une lamelle Menzel Gläser (Braunschweig, 

Allemagne).  

e) Mise en évidence de ROS tissulaire  

La présence d’espèces réactives de l’oxygène est notamment l’anion superoxyde O2
-.
 peut 

être mise en évidence par un marquage à la dihydroéthidine. Cette molécule a la propriété de 

s’oxyder en présence d’anions superoxydes pour devenir de l’éthidium, une molécule fluorescente 

qui s’intercale ensuite dans l’ADN. Le marquage est réalisé sur des coupes de foie et de pancréas 

réalisées au cryostat à 10µm d’épaisseur. Les coupes sont laissées à température ambiante environ 
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15 minutes en chambre humide puis incubées en présence de 2,5µmol/L de DHE (Anaspec, 

Fremont, CA, USA) diluée dans du tampon PBS, en chambre humide et à 37°C pendant 30 min. 

Après un rinçage au PBS et séchage des lames, celles-ci sont observées au microscope à 

fluorescence AxioSkop 20 (Carl Zeiss, Allemagne) avec une source d’excitation à 488nm pour une 

émission à 585nm. Des photographies sont réalisées à l’aide d’un logiciel d’acquisition d’images 

Nikon NIS Elements Br (Nikon) et la fluorescence de chaque champ d’observation est quantifiée à 

l’aide du même logiciel et est exprimée en pourcentage de fluorescence par rapport au témoin (rats ND 

recevant l’eau ou le solvant). 

7. Etude immuno-histologique : immuno-marquage insuline 

Une fois les lames déparaffinées, les sites antigéniques sont démasqués en incubant pendant 20 

minutes à 37°C, les lames dans une solution de PBS 0,1% trypsine (Sigma) pré-chauffée 30 minutes 

à 37°C. Les peroxydases endogènes sont ensuite éliminées en trempant les lames dans une solution 

d’H2O2 3 % à 4°C pendant 10 minutes. Les lames sont ensuite rincées dans du PBS pendant 2 

minutes et égouttées à l’aide de papier absorbant. Elles sont disposées dans une chambre humide et 

300µL d’anticorps primaire anti-insuline produit chez la souris (Sigma) dilué au 1/1000
ème

 dans du 

PBS 1% BSA (Sigma) sont déposés sur chaque lame et celles-ci sont incubées une heure à 

température ambiante (ou la nuit à 4°C). Les lames sont rincées 5 minutes dans du PBS et replacées 

dans la chambre humide après avoir été égouttées. L’anticorps secondaire anti-souris biotinylé 

(Sigma), produit chez la chèvre et dilué au 1/200
ème

 est ajouté (300µL par lame) pendant 30 

minutes. Les lames sont ensuite rincées 5 minutes dans du PBS et replacées comme précédemment 

décrit. Elles sont ensuite incubées 30 minutes avec une solution d’extravidine-peroxydase (Sigma) 

diluée au 1/20
ème

 dans du PBS 1% BSA à raison de 300µL par lame, puis rincées dans du PBS 

pendant 5 minutes.  

 La révélation du couplage anticorps secondaire/peroxydase est réalisée en plaçant les lames 

à plat dans la chambre humide et en les incubant 5 minutes avec 300µL de solution de révélation 

contenant : 200µL de solution AEC stock (une pastille AEC dans 2,5mL de DMF) dans 3,8mL de 

tampon acétate 0,05mol/L, avec 20µL d’eau oxygénée à 3% (Riedel-de Haën, Sigma Chemie, 

Seelze, Allemagne) ajoutés extemporanément. La réaction est stoppée en plongeant les lames 

remises sur le porte-lame dans un bain d’eau distillée. Une contre-coloration dans un bain 

d’hématoxyline de Harris de 15 secondes est réalisée pour colorer les noyaux. Un rinçage rapide 

dans l’eau du robinet est effectué et les lames sont montés sous lamelles en milieu aqueux pour 

miscroscopie Aquatex® (Merck, Darmstadt, Allemagne) et sont conservées à température ambiante 

jusqu’à observation sous microscope AxioSkop 20. 
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8. Analyses statistiques 

La significativité des tests statistiques est donnée par les tests One Way Anova avec une 

comparaison de Student Newman-Keuls post hoc pour des groupes d’échantillons indépendants 

(plusieurs variables) ou par un T-test pour deux groupes d’échantillons (une seule variable). Des 

valeurs de p<0,05 sont considérées comme statistiquement significatives. 
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RÉSULTATS 

I. Étude in vitro du stress oxydant et prévention par des antioxydants  

 

A. Mise au point du modèle de stress oxydant 

L’induction du stress oxydant sur un modèle de cellules RINm5F a été réalisée par trois 

traitements chimiques différents, sources d’espèces réactives de l’oxygène : le peroxyde 

d’hydrogène, la streptozotocine et un mélange hypoxanthine / xanthine oxydase. Les doses choisies 

pour la poursuite de l’étude sont celles pour lesquelles la viabilité cellulaire est comprise entre 20 et 

50%. 

Ainsi, une incubation de cellules RINm5F en présence de peroxyde d’hydrogène pendant 30 

minutes à des doses croissantes induit une perte significative de viabilité à partir de 20µmol/L (72,6 

± 2,2% ; p<0,001) qui est maintenue jusqu’à 50µmol/L. La dose choisie pour la suite de l’étude est 

celle de 40µmol/L où la viabilité cellulaire n’est plus que de 21,5 ± 0,9% (p < 0,001) ; (cf. figure 

60). 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 60 : Viabilité en % des cellules RINm5F en présence de quantités croissantes de peroxyde d'hydrogène 

pendant 30 minutes. 

*** : p < 0,001 ; peroxyde d’hydrogène versus témoin sans traitement, One Way ANOVA,  

Student-Newman-Keuls Method post test (n=3). 

 

 

 

Une incubation de 2 heures des cellules RINm5F en présence de streptozotocine permet 

d’induire une perte de viabilité dose dépendante. Cette perte de viabilité devient significative à 

partir de 5mmol/L (84,8 ± 0,7% ; p < 0,01) et reste significative jusqu’à 50mmol/L. La dose retenue 

pour le reste de l’étude est celle de 25mmol/L qui induit une perte de viabilité de 32,0 ± 2,8% (p < 

0,001) ; (cf. figure 61). 
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Figure 61 Viabilité en % des cellules RINm5F en présence de quantités croissantes de streptozotocine (STZ) 

pendant deux heures. 

** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; STZ versus témoin sans traitement, One Way ANOVA,  

Student-Newman-Keuls Method post test (n=3). 

 

 

 Un stress oxydant induit par un mélange hypoxanthine / xanthine oxydase, avec un ratio 

conservé de 1 pour 40, permet de diminuer la viabilité cellulaire de façon croissante. Ainsi, la perte 

de viabilité devient statistiquement significative à partir d’un mélange de 0,25mmol/L 

d’hypoxanthine associé à 10mU/mL de xanthine oxydase (cf. figure 62). Cette dose sera conservée 

pour la suite de l’étude : elle correspond à une viabilité cellulaire de 45,9 ± 18,5% (p < 0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 62 : Viabilité en % des cellules RINm5F en présence de quantités croissantes d’un mélange 

d’hypoxanthine (HX) et de xanthine oxydase (XO) pendant une heure. 

** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; HX/XO versus témoin sans traitement, One Way ANOVA,  

Student-Newman-Keuls Method post test (n=4). 
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B. Étude des effets des antioxydants sur la viabilité des cellules 

L’effet des antioxydants a été testé sur la viabilité des cellules RINm5F à des doses 

croissantes pendant une heure. Ainsi, sur ces cellules, l’addition d’extrait de polyphénols de vin 

rouge n’induit pas de perte significative de la viabilité cellulaire (cf. figure 63). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 63 : Viabilité des cellules RINm5F en % après une incubation d’une heure en présence 

d’extrait de polyphénols de vin rouge. 

NS ; Extrait de polyphénols versus témoin sans traitement, One Way ANOVA,  

Student-Newman-Keuls Method post test (n=3). 

 

 

 

Le resvératrol trans induit, quand à lui, une perte de viabilité significative au-delà de 

500µg/mL (84,4 ± 9,1% ; p < 0,05) ; (cf. figure 64). Cette perte de viabilité est également dose 

dépendante car à 1000µg/mL de resvératrol trans, la viabilité cellulaire n’est plus que de 18,4 ± 

17,2% (p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 64 : Viabilité des cellules RINm5F en % après une incubation d’une heure en présence de resvératrol 

trans. 

* : p < 0,05 ; Resvératrol trans versus témoin sans traitement, One Way ANOVA,  

Student-Newman-Keuls Method post test (n=3) 
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*** 

*** 

Le resvératrol cis présente une perte de viabilité similaire à son stéréoisomère. En effet, à 

faibles concentrations, il n’induit pas de perte de viabilité des cellules. En revanche à 500 et 

1000µg/mL, la perte de viabilité est significative (cf. figure 65). En effet, la viabilité cellulaire est 

de 64,9 ± 3,2% (p < 0,01) et à 6,7 ± 1,1% (p < 0,001), respectivement pour les doses de 500 et 

1000µg/mL.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 65 : Viabilité des cellules RINm5F en % après une incubation d’une heure en présence de resvératrol cis. 

** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; Resvératrol cis versus témoin sans traitement, One Way ANOVA,  

Student-Newman-Keuls Method post test (n=3). 

 

 

Les résultats obtenus avec l’EGCG du thé vert ne montrent pas de perte de viabilité des 

cellules RINm5F avec la molécule quelles que soient les concentrations testées (cf. figure 66). Au 

contraire, à 500 et 1000µg/mL, la viabilité cellulaire est significativement augmentée à 151,8 ± 

26,0% et 233,5 ± 22,6% respectivement (p < 0,001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 66 : Viabilité des cellules RINm5F en % après une incubation d’une heure en présence de l'EGCG. 

** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; EGCG versus témoin sans traitement, One Way ANOVA,  

Student-Newman-Keuls Method post test (n=3). 
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*** *** *** 

Des résultats similaires sont obtenus avec la procyanidine B2. En effet, aucune perte de 

viabilité n’est observée. La PB2 induit même une augmentation significative de la viabilité des 

cellules à 200, 500 et 1000µg/mL avec des viabilités respectives de 122,0 ± 18,3% ; 133,5 ± 6,3% 

et 139,9 ±17,0% (cf. figure 67). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 67 : Viabilité des cellules RINm5F en % après une incubation d’une heure en présence de procyanidine 

B2. 

*** : p < 0,001 ; Procyanidine B2 versus témoin sans traitement, One Way ANOVA,  

Student-Newman-Keuls Method post test (n=3). 

 

C. Effet  préventif des antioxydants 

L’effet des antioxydants a ensuite été étudié sur les trois conditions de stress par l’étude de 

la viabilité des cellules RINm5F. Les résultats obtenus sont présentés figures 68 à 70. 

Sur un stress oxydant induit par 40µmol/L de peroxyde d’hydrogène pendant 30 minutes, les 

cinq antioxydants testés permettent de limiter la perte de viabilité cellulaire induit par le stress (cf. 

figure 68). Ainsi, en présence de 40µg/mol de peroxyde d’hydrogène, la viabilité cellulaire diminue 

significativement à 21,5 ± 3,3% par rapport au témoin sans traitement (100%) ; (p < 0,001). En pré-

incubant les cinq antioxydants séparément, la viabilité des RINm5F augmente de façon 

significative :  

- Les polyphénols (PP), à une concentration de 150µg /mL, permettent d’augmenter la 

viabilité des cellules à 62,2 ± 3,2% (p < 0,001) en présence de peroxyde d’hydrogène par 

rapport au témoin H2O2 seul (21,5 ± 3,3%),  

- Le resvératrol trans (Rt), augmente la viabilité à 45,3 ± 5,6% de façon significative (p < 

0,01) par rapport au témoin H2O2 seul, pour une concentration de 30µmol/L, 

- Son stéréoisomère, le resvératrol cis (Rc), à 100µmol/L, permet d’obtenir une viabilité de 

38,4 ± 3,5%, significativement supérieure (p < 0,05) au témoin H2O2 seul,  

- Pour 500µg/mL d’EGCG, la viabilité cellulaire est significativement  augmentée (p < 0,001) 

à 82,3 ± 10,8% après un stress induit par H2O2, 
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- En présence de 500µg/mL de procyanidine B2 (PB2), la viabilité des RINm5F est également 

augmentée de façon significative (p < 0,001) à 50,5 ± 3,2%. 

Parmi ces cinq antioxydants testés, les PP et l’EGCG sont ceux qui présentent la plus forte 

préservation de la viabilité cellulaire après l’induction d’un stress par le peroxyde d’hydrogène. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 68 : Viabilité des RINm5F en % en présence des molécules antioxydantes pré-incubées une heure avant 

l'induction d'un stress oxydant par 40µmol/L de peroxyde d'hydrogène. 

### : p < 0,001 ; Peroxyde d’hydrogène versus témoins sans traitement (0µmol/L H2O2), 

* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; Antioxydants versus peroxyde d’hydrogène, t-test (n=3). 

 

 

Des résultats similaires sont obtenus pour un stress oxydant induit par la STZ pendant 2 

heures. Comme démontré précédemment, en présence de STZ à 25mmol/L, la viabilité des RINm5F 

est significativement diminuée à 32,0 ± 2,8% (p < 0,001) par rapport au témoin sans traitement 

(100%) ; (cf. figure 69).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 69 : Viabilité des RINm5F en % en présence des molécules antioxydantes pré-incubées une heure avant 

l'induction d'un stress oxydant par 25mmol/L de STZ, pendant 2 heures. 

### : p < 0,001 ; Streptozotocine versus témoin sans traitement, 

 ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; Antioxydants versus streptozotocine, t-test (n=3). 

 

Les résultats montrent que :  

- Les PP à 200µg/mL permettent de limiter la perte de viabilité cellulaire induite par la STZ. 

La viabilité obtenue est augmentée significativement à 50,6 ± 0,9% (p < 0,001) par rapport 

au témoin STZ seul (32,0 ± 2,8%),  
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- Le Rt, quand à lui, ne permet pas de limiter la perte de viabilité des cellules, la viabilité étant 

de 34,8 ±1,6%, 

- En revanche son stéréoisomère, le Rc à 30µmol/L, limite de façon significative la perte de 

viabilité induite par la STZ, la viabilité obtenue étant de  54,7 ± 10,3% (p < 0,01), 

- L’EGCG à 1000µg/mL augmente significativement la viabilité cellulaire à 70,0 ± 12,6% (p 

< 0,01),  

- Enfin, la PB2 à une concentration de 500µg/mL n’empêche pas la perte de viabilité 

cellulaire induite par la STZ. La viabilité des RINm5F obtenue est de 31,0 ± 5,7%.  

D’après ces résultats, l’EGCG à 1000µg/mL, le resvératrol cis à 30µmol/L et les polyphénols 

de vin rouge à 200µg/mL sont les molécules qui permettent de limiter la perte de viabilité induite 

par la STZ.  

 

 

Dans le cas d’un stress oxydant induit par un mélange de 0,25mmol/L HX et 10mU/mL de 

XO pendant une heure, la viabilité cellulaire est diminuée à 16,5 ± 3,7% (p < 0,001) ; (cf. figure 

70).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 70 : Viabilité des RINm5F en % en présence des molécules antioxydantes pré-incubées une heure avant 

l'induction d'un stress oxydant par 0,25mmol/L d'HX et 10mU/mL de XO, pendant une heure. 

### : p < 0,001 ; Mélange HX/XO versus témoin sans traitement, 

* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; Antioxydants versus HX/XO, t-test (n=3). 

 

La viabilité des RINm5F est significativement augmentée en présence des cinq antioxydants :  

- Les PP, à 150µg/mL, permettent de limiter la perte de viabilité cellulaire. La viabilité est 

significativement augmentée à 34,5 ± 3,9% (p < 0,01) par rapport au témoin HX/XO seul. 

- Le Rt à 10µmol/L, limite également la perte de viabilité des RINm5F, car la viabilité 

obtenue est de 39,0 ± 2,9% (p < 0,001), 

- Une pré-incubation par 100µmol/L de Rc permet d’augmenter la viabilité cellulaire à 

50,2 ± 12,5% (p < 0,05), 
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- L’EGCG à 500µg/mL permet d’obtenir une viabilité cellulaire de 88,5 ± 15,0% (p < 0,001) 

après induction du stress, 

- La PB2 à 500µg/L quand à elle, augmente significativement la viabilité des cellules 

RINm5F à 32,4 ± 4,8% (p < 0,01) après l’induction du stress. 

D’après les résultats obtenus, les cinq antioxydants permettent de limiter la perte de viabilité 

des cellules RINm5F due à un stress induit par 0,25mmol/L d’HX et 10mU/mL de XO. Celui qui a 

la plus grande efficacité sur ce stress est l’EGCG à 500µg/mL, suivi du Rc à 100µmol/L, de son 

stéréisomère à 10µmol/L, des PP à 150µg/mL et enfin de la procyanidine B2 à 500µg/mL.  

 

Dans les trois modèles de stress oxydant mis en place, les deux antioxydants qui permettent 

de limiter la perte de viabilité due à ces stress sont les polyphénols de vin rouge et 

l’épigallocatéchine gallate. Ces deux molécules sont donc choisies pour la suite de l’étude. 

 

D. Etude de l’apoptose par l’annexine-V 

Les résultats obtenus par la mesure de viabilité, ont été approfondis par mesure de l’apoptose 

via l’annexineV-PE. Les résultats obtenus montrent que le témoin positif d’apoptose, le 

cinnamaldéhyde oxydé, induit une augmentation significative de l’apoptose (99,5 ± 0,7% ; p < 

0,001) par rapport aux cellules non traitées (1,5 ± 0,0%) ; (cf. figure 71).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 71 : Quantification de l’apoptose des cellules RINm5F en % en présence de peroxyde d’hydrogène 

pendant une heure et de cinnamaldéhyde oxydé pendant 24 heures. 

Les étoiles représentent les cellules ayant reçu les fluorophores. 

*** : p < 0,001 ; basal versus cinnamaldéhyde, t-test (n=3). 

 

En revanche, lorsque les cellules sont traitées par du peroxyde d’hydrogène à 50 ou 100µmol/L 

pendant 30 minutes, on n’obtient pas de variation significative du pourcentage de cellules en 

apoptose. En effet, à 50µmol/L, le nombre de cellules apoptotiques n’est que de 6,5 ± 2,8%, et à 

100µmol/L, il n’est que de 2,2 ± 0,3%.  
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E. Etude de l’apoptose par les caspases 8 et 9 

Compte tenu des résultats obtenus sur la mesure de l’apoptose induite par le peroxyde d’hydrogène, 

et à la vue du temps d’incubation (30 minutes), une autre technique de cytométrie a été utilisée. En 

effet, pour mesurer plus précocement l’apoptose, une détection de l’activation des caspases 8 et 9 a 

été réalisée. 

Les résultats montrent que le cinnamaldéhyde oxydé (témoin positif d’apoptose), induit 

l’activation des deux caspases à hauteur de 70,5% comparé aux cellules sans traitement où seul 

0,5% des cellules ont activé les deux caspases (cf. figure 72). Lorsque que les RINm5F sont traitées 

pendant 30 minutes avec du peroxyde d’hydrogène à 25 et 50µmol/L, le nombre de cellules 

apoptotiques ayant activé les caspases 8 et 9, sont respectivement de 6 et 10,9%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 72 : Quantification de l'apoptose en % par l'activation des caspase 8 et 9 de cellules RINm5F soumises à 

des concentrations de peroxyde d'hydrogène pendant 30 minutes. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules apoptotiques ayant activé les caspases 8 et 9, par 

rapport au nombre total de cellules détectées (n=2). 

 

 

Le peroxyde d’hydrogène activant les caspases 8 et 9, les antioxydants PP et EGCG ont été 

testés sur les cellules RINm5F (cf. figure 73). Les résultats obtenus montrent que les PP seuls et 

l’EGCG activent de façon très limitée les caspases 8 et 9 (2,11 et 0,72%) par rapport aux cellules 

n’ayant pas subies de traitement (0,5%). Lorsque les PP et l’EGCG sont pré-incubées pendant une 

heure avant l’induction du stress, ils permettent de diminuer le nombre de cellules ayant activé les 

caspases 8 et 9 (0,9 et 1,5%) par rapport aux cellules soumises au peroxyde d’hydrogène (10,9%). 
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Figure 73 : Quantification de l'apoptose en % par l'activation des caspase 8 et 9 de cellules RINm5F soumises à 

un stress par le peroxyde d'hydrogène, en présence ou non d’antioxydants pré-incubés pendant une heure. 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules apoptotiques ayant activé les caspases 8 et 9, par 

rapport au nombre total de cellules détectées (n=1). 

 

Ces résultats, bien que préliminaires, semblent confirmer que l’apoptose joue un rôle primordial 

dans la perte de viabilité des cellules suite à un stress oxydant et l’effet préventif des antioxydants. 

Cependant, compte tenu du nombre d’expériences, ils doivent être confirmés. 

 

F. Étude  de l’expression des gènes du stress oxydant 

  L’étude de l’expression des gènes du stress oxydant et des défenses antioxydantes est 

présentée figure 74. Pour cette étude, trois conditions expérimentales ont été testées afin de cibler 

spécifiquement des gènes d’intérêt dont l’expression protéique sera étudiée dans une partie 

ultérieure. 

 Les trois conditions testées sont : un groupe témoin de cellules RINm5F sans traitement, un 

groupe de cellules soumises à un stress induit par un mélange de 0,25mmol/L d’HX avec 10mU/mL 

de XO et un dernier groupe constitué de cellules pré-incubées avec 150µg/mL de PP et ayant subi 

un stress par l’HX/XO. Les résultats de la figure 74 montrent que la catalase (Cat) et la glutathion 

réductase (Gsr) sont surexprimées dans le groupe 1 (0,25mmol/L d’HX avec 10mU/mL de XO 

pendant 1 heure) par rapport au groupe témoin (groupe sans traitement), tandis que les enzymes 

superoxydes dismutase Sod1 et Sod2 sont sous-exprimées dans ce même groupe par rapport au 

groupe témoin. 
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Figure 74 : Clustergramme de l'expression des gènes du stress oxydant. 

Le groupe témoin (Control group) correspond aux cellules sans traitement, le groupe 1 (group 1) aux cellules traitées 

par 0,25mmol/L d’HX avec 10mU/mL de XO pendant 1 heure, et le groupe 2 (group 2) correspond aux cellules pré-

incubées avec 150µg/mL de PP suivis d’un stress induit par l’HX/XO. En se référant au groupe témoin, les gènes 

apparaissant en rouge sont surexprimés au contraire de ceux qui apparaissent en vert, qui eux sont sous-exprimés. 

 

 

 Le détail des gènes d’intérêt est présenté sur la figure 75. Pour chaque gène, un Ct (« Cycle 

Threshold » ou cycle seuil) est défini et permet de quantifier l’ADN. Ainsi, en comparant les Ct 

d’un même gène dans des conditions expérimentales différentes, un gène pourra être sur- ou sous-

exprimé. En prenant comme référence le groupe témoin (sans traitement) et en considérant 

l’expression des gènes de ce groupe comme référents, l’expression des gènes est représentée en 

nombre de fois augmentée ou diminuée dans le groupe 1 ou 2 :  

- L’expression de la catalase Cat est augmentée de près de 11,22 fois en condition de 

stress induit par HX/XO, alors qu’elle est diminuée à 0,26 fois en présence de PP, par 

rapport au niveau témoin. Lorsque les PP sont pré-incubés une heure avant l’induction 

du stress, l’expression de cette enzyme est diminuée de 43 fois par rapport à la condition 

de stress induit par HX-XO. 
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Groupe Témoin Groupe 1 (HX/XO) Groupe 2 (PP + HX/XO) 

 

- Celle de la glutathion réductase Gsr, est augmentée de 11,14 fois et lorsque les cellules 

sont pré-incubées avec des PP, l’expression de ce gène est diminuée à 2,19 fois. Une 

diminution de 5 fois de l’expression de la Gsr est donc observée par rapport à la 

condition de stress induit par l’HX-XO. 

- En revanche, l’expression de l’enzyme Sod1 (superoxyde dismutase soluble) est 

quasiment nulle (0,0007) en condition de stress tandis qu’avec une pré-incubation des PP 

suivie du stress, elle est augmentée pour atteindre le niveau témoin (1,16 fois). Entre ces 

deux groupes, l’expression de Sod1 est augmentée de 1657 fois. 

- Dans le cas de Sod2 (superoxyde dismutase à Mn mitochondriale), en condition de 

stress, son expression est fortement diminuée (0,0049), voire quasiment nulle alors qu’en 

présence de PP, son expression est légèrement augmentée (0,14 fois). L’augmentation 

entre ces deux groupes est de 28 fois environ. 

- Enfin, pour la superoxyde dismutase Sod3 (enzyme extracellulaire), en présence 

d’HX/XO, son expression est diminuée de 0,53 fois tandis qu’en pré-incubant les 

cellules avec des PP, son expression passe à 1,06 fois. L’expression de cette enzyme est 

donc augmentée de 2 fois environ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 75 : Expression différentielle des gènes entre les groupes témoin et soumis à un stress oxydant par H2O2. 

Le groupe témoin (Control group) correspond aux cellules sans traitement, le groupe 1 (group 1) aux 

cellules traitées par 0,25mmol/L d’HX avec 10mU/mL de XO pendant 1 heure, et le groupe 2 (group 2) 

correspond aux cellules pré-incubées avec 150µg/mL de PP suivis d’un stress induit par l’HX/XO. Le 

groupe témoin sans traitement est le groupe référent, le taux d’expression de ces gènes est de 1. 
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 Cette étude n’a pour objectif que de cibler les modulations d’expression de gènes d’intérêt. 

Compte tenu des résultats obtenus pour les gènes cités ci-dessus, l’étude de l’expression de la 

catalase est d’un réel intérêt au vu des modulations de son expression en fonction des conditions 

expérimentales. De plus, une autre enzyme antioxydante, la Sod2 est également intéressante. D’une 

part, son expression génique est augmentée en présence de PP et d’HX/XO par rapport à la 

condition HX/XO seule et d’autre part, son expression est mitochondriale ; elle est susceptible de 

jouer un rôle au niveau de la production des ROS par la chaîne respiratoire de la mitochondrie. 

Des résultats similaires de modulation d’expression de ces deux enzymes ont été obtenus pour un 

stress induit par du peroxyde d’hydrogène ; cependant, dans un souci de clarté, ces résultats ne 

seront pas présentés. 

 

G. Étude  de l’expression des enzymes antioxydantes : catalase et superoxyde dismutase 

Suite aux résultats obtenus par PCR arrays, le choix de l’étude de l’expression de protéines 

impliquées dans le stress oxydant s’est porté sur les enzymes antioxydantes catalase et superoxyde 

dismutase à Mn mitochondriale. L’expression de ces deux protéines d’intérêt est normalisée par 

rapport à l’expression de la protéine β-actine et les résultats sont exprimés en pourcentage 

d’expression par rapport au  témoin sans traitement (100% d’expression).  

 Dans le cas d’un stress induit par 40µmol/L de peroxyde d’hydrogène, l’expression de la 

catalase est significativement diminuée à 80,4 ± 5,7% (p < 0,01) par rapport au témoin sans 

traitement (100%), (cf. figure 76).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 76 : Expression des enzymes antioxydantes CAT et SOD en % rapportée à celle de la β-actine, dans les 

cellules RINm5F en présence d'un stress induit par 40µmol/L d’H2O2 et en présence ou non d’antioxydants. 

## : p < 0,01 ; Peroxyde d’hydrogène versus témoin sans traitement, 

** : p < 0,01 ; Antioxydants + peroxyde d’hydrogène versus peroxyde d’hydrogène, t-test (n=3). 

 

En revanche, l’expression de la SOD dans cette même condition n’est pas modifiée par 

rapport au témoin sans traitement (98,8 ± 10,5%). En pré-incubant les PP à 150µg/mL pendant une 

heure puis en induisant le stress par 40µmol/L d’H2O2, l’expression de la CAT semble augmenter 
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(96,7 ± 9,4%) par rapport au témoin positif H2O2 40µmol/L, mais cette variation n’est pas 

significative. L’expression de la SOD, quand à elle, est significativement diminuée (53,8 ± 16,1% ; 

p < 0,01) par rapport au témoin positif. Au contraire des PP, lorsque l’EGCG est pré-incubée une 

heure à 500µg/mL et que le stress est induit, l’expression de la CAT semble diminuer 

(61,8 ± 15,2%) par rapport au témoin positif tandis que celle de la SOD n’est pas modifiée 

(108,7 ± 15,6%). 

 

Lorsque le stress est induit par la STZ à 25mmol/L pendant deux heures, l’expression de la 

CAT est significativement augmentée à 119,0 ± 11,8% (p < 0,05) tandis que celle de la SOD est 

significativement diminuée à  82,1 ± 7,7% (p < 0,01) par rapport au témoin sans traitement (100% 

d’expression), (cf. figure 77). Une pré-incubation de PP pendant une heure, avant l’induction du 

stress par la STZ, ne permet pas de moduler l’expression des deux enzymes (CAT : 123,2 ± 7,9% ; 

SOD : 89,5 ± 8,0%) par rapport au témoin positif STZ 25mmol/L. En revanche, une pré-incubation 

de l’EGCG augmente l’expression des deux enzymes par rapport au témoin positif : la CAT est 

augmentée à 204,2 ± 52,3% (p < 0,05) et la SOD à 158,2 ± 26,5% (p < 0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 77 : Expression des enzymes antioxydantes CAT et SOD en % rapportée à celle de la β-actine, dans les 

cellules RINm5F en présence d'un stress induit par 25mmol/L de STZ et en présence ou non d'antioxydants. 

# : p < 0,05 ; ## : p < 0,01 ; Streptozotocine versus témoin sans traitement, 

 * : p < 0,05 ; *** : p < 0,001 ; Antioxydants + streptozotocine versus streptozotocine, t-test (n=3). 

 

 

Lors d’un stress induit par 0,25mmol/L d’HX et 10mU/mL de XO, l’expression de la CAT est 

fortement augmentée 150,9 ± 15,0% (p < 0,001) par rapport au témoin sans traitement, 

contrairement à l’expression de la SOD qui n’est pas modifiée (94,2 ± 29,3%). Lorsque les PP sont 

pré-incubés avant le stress, l’expression des deux enzymes n’est pas significativement modifiée par 

rapport au témoin positif HX/XO (CAT : 129,7 ± 24,3% et SOD : 133,0 ± 20,5%). En revanche, 

lorsque l’EGCG est pré-incubée une heure avant l’induction du stress, l’expression de la CAT 

semble augmentée (176,5 ± 37,0%). L’expression de la SOD est également augmentée de façon 

significative à 191,7 ± 19,4% (p < 0,01), par rapport au témoin positif (cf. figure 78). 
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Figure 78 : Expression des enzymes antioxydantes CAT et SOD en % rapportée à celle de la β-actine, dans les 

cellules RINm5F en présence d'un stress induit par un couple HX/XO et en présence ou non d'antioxydants. 

### : p < 0,001 ; Mélange HX/XO versus témoin sans traitement, 

** : p < 0,01 ; Antioxydants + HX/XO versus HX/XO, t-test (n=3). 

 

H. Quantification de la production intracellulaire d’H2O2 

La mesure de la production intracellulaire d’H2O2 a été réalisée par la sonde DCFH-DA.  

La méthode utilisée consiste à créer un stress sur les cellules RINm5F puis d’introduire la sonde 

afin de quantifier l’H2O2 intracellulaire produit en réponse au stress.  

 

Une augmentation significative de la production d’H2O2 intracellulaire est observée en 

présence de 40µmol/L de peroxyde d’hydrogène (11,1 ± 3,7% ; p < 0,05) par rapport au témoin 

sans traitement où 4,0 ± 1,9% des cellules sont marquées au DCF (cf. figure 79).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 79 : Quantification de la production d'H2O2 intracellulaire par analyse du pourcentage de cellules 

marquées à la DCF, en présence d'H2O2 40µmol/L pendant  30 minutes, et/ou d'antioxydants pendant une heure. 

# : p < 0,05 ; Peroxyde d’hydrogène versus témoin sans traitement (basal), 

* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; Antioxydants + peroxyde d’hydrogène versus peroxyde d’hydrogène, t-test (n=3). 

 

Les polyphénols à 150µg/mL ou l’EGCG à 500µg/mL incubés seuls n’induisent pas de 

modification de la production intracellulaire d’H2O2 (2,4 ± 1,3% et 3,3 ± 0,7%) par rapport au 

témoin sans traitement. En revanche, lorsque les PP sont pré-incubés avant l’induction du stress, 
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une augmentation significative de la production intracellulaire d’H2O2 est observée (19,2 ± 3,3% ; 

p < 0,05) par rapport au témoin positif, tandis que la pré-incubation de 500µg /mL d’EGCG avant 

l’induction du stress permet de diminuer de façon significative la production d’H2O2 intracellulaire 

(3,1 ± 0,1% ; p < 0,01). 

 

Lorsque les cellules sont traitées par 25mmol/L de STZ, la quantité d’H2O2 intracellulaire 

produite est significativement augmentée à 9,0 ± 0,4% (p < 0,05) par rapport au témoin sans 

traitement (7,6 ± 0,5%) ; (cf. figure 80).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 80 : Quantification de la production d'H2O2 intracellulaire par analyse du pourcentage de cellules 

marquées à la DCF, en présence de STZ 25mmol/L pendant 2 heures, et/ou d'antioxydants pendant une heure. 

# : p < 0,05 ; ## : p < 0,01 ; ### : p < 0,001 ; Streptozotocine ou antioxydants seuls versus témoin sans traitement, 

 ** : p < 0,01 ; Antioxydants + streptozotocine versus streptozotocine, t-test (n=3). 

 

Une pré-incubation des PP seuls à 200µg/mL sur les cellules induit une augmentation 

significative de la production intracellulaire d’H2O2 (21,8 ± 4,7% ; p < 0,01) par rapport au témoin 

sans traitement, contrairement à l’EGCG où une diminution de la quantité de peroxyde d’hydrogène 

intracellulaire est observée (3,3 ± 0,7% ; p < 0,001). En revanche, lorsque 200µg/mL de PP sont 

pré-incubés avant l’induction du stress, il n’y a pas de modification de la production de peroxyde 

d’hydrogène intracellulaire (10,8 ± 3,4%) par rapport au témoin positif de stress (STZ 25mmol/L), 

tandis que la pré-incubation de 1000µg /mL d’EGCG avant l’induction du stress permet de 

diminuer de façon significative la production d’H2O2 intracellulaire (4,4 ± 1,4% ; p < 0,01). 

 

En présence d’un mélange de 0,25mmol/L d’HX et de 10mU/mL de XO, la quantité d’H2O2 

intracellulaire est fortement augmentée à 58,5 ± 30,9% (p < 0,05) par rapport au témoin sans 

traitement (6,9 ± 1,9%) ; (cf. figure 81). Une incubation des cellules en présence de 150µg/mL de 

PP ou de 500µg/mL d’EGCG seuls ne modifie pas la quantité d’H2O2 produite avec des taux 

respectifs de 9,7 ± 3,4% et de 9,8 ± 6,0%, par rapport au témoin sans traitement. Dans ce modèle de 
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stress cellulaire induit par un mélange HX/XO, la pré-incubation de 150µg/mL de PP ou de 

500µg/mL d’EGCG a modifié la production intracellulaire d’H2O2. En effet, les PP permettent de 

diminuer de façon significative la production de peroxyde d’hydrogène à 17,2 ± 8,2% (p < 0,01) par 

rapport au témoin positif. De même, l’EGCG permet de diminuer cette quantité d’H2O2 

intracellulaire à 19,3 ± 12,9% (p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 81 : Quantification de la production d'H2O2 intracellulaire par analyse du pourcentage de cellules 

marquées à la DCF, en présence d'HX/XO pendant une heure, et/ou d'antioxydants pré-incubés une heure. 

# : p < 0,05 ; Mélange HX/XO versus témoin sans traitement, 

* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; Antioxydants + HX/XO versus HX/XO, t-test (n=3). 

 

I. Conséquence du stress oxydant  

1. Sur la quantité de lipides peroxydés 

Les dégâts cellulaires provoqués par le stress oxydant sur les macro-molécules biologiques 

ont été quantifiés au travers de la mesure des lipides oxydés. Lors d’un stress induit par 40µmol/L 

en peroxyde d’hydrogène, la quantité de lipides peroxydés est significativement augmentée à 1,7 ± 

0,2µmol/L (p < 0,001) par rapport au témoin sans traitement (0,3 ± 0,1µmol/L) ; (cf. figure 82).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 82 : Peroxydation lipidique par mesure du MDA en µmol/L sur des cellules RINm5F en présence d'H2O2 

40µmol/L et/ou d'antioxydants. 

# : p < 0,05 ; ### : p < 0,001 ; Peroxyde d’hydrogène ou antioxydants seuls versus témoin sans traitement (basal), 

 *** : p < 0,001 ; Antioxydants + peroxyde d’hydrogène versus peroxyde d’hydrogène, t-test (n=3). 
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Les polyphénols seuls, à 150µg/mL, incubés une heure sur les cellules, augmentent également 

significativement la peroxydation lipidique à 0,7 ± 0,3µmol/L (p < 0,05) par rapport au témoin. En 

revanche, en présence d’EGCG seule (500µg/mL), le taux de peroxydation lipidique n’est pas 

modifié (0,2 ± 0,1µmol/L) par rapport au témoin sans traitement. Par contre, une pré-incubation de 

150µg/mL de PP avant l’induction du stress, permet de réduire significativement la quantité de 

lipides peroxydés à 0,5 ± 0,2µmol/L (p < 0,001) par rapport au témoin positif à 40µmol/L d’H2O2. 

Des résultats similaires ont été obtenus en présence de 500µg/mL d’EGCG où le taux de lipides 

peroxydés est de 0,4 ± 0,3µmol/L (p < 0,001). 

 
 

En présence de 25mmol/L de STZ, la quantité de lipides peroxydés est significativement 

augmentée à 1,6 ± 0,3µmol/L (p < 0,01) par rapport au témoin sans traitement (0,5 ± 0,2µmol/L) ; 

(cf. figure 83). La présence d’antioxydants seuls (200µg /mL de PP ou 1000µg/mL d’EGCG) ne 

modifie pas significativement la quantité de lipides peroxydés par rapport au témoin négatif. De 

plus, une pré-incubation des cellules avec les PP avant l’induction du stress ne change pas le taux de 

MDA (1,9 ± 0,4µmol/L) par rapport au témoin STZ. En revanche, en présence de 1000µg/mL 

d’EGCG pré-incubés séparément avant l’induction du stress, la quantité de lipides peroxydés 

augmente significativement (p < 0,01) à 2,7 ± 0,3µmol/L par rapport au témoin STZ seul. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 83 : Peroxydation lipidique par mesure du MDA en µmol/L sur des cellules RINm5F en présence de STZ 

à 25mmol/L pendant deux heures, et/ou d'antioxydants pendant une heure. 

## : p < 0,01 ; Streptozotocine versus témoin sans traitement, 

 ** : p < 0,01 ; Antioxydants + streptozotocine versus streptozotocine, t-test (n=3). 

 

Enfin, lors d’un stress induit par 0,25mmol/L d’HX et 10mU/mL de XO, la quantité de lipides 

peroxydés obtenue est significativement augmentée à 1,2 ± 0,4µmol/L (p < 0,01) par rapport au 

témoin sans traitement où le taux de lipides est de 0,5 ± 0,2µmol/L (cf. figure 84). La présence 

seule de PP à 150µg/mL ou d’EGCG à 500µg/mL ne semble pas avoir d’effet sur la peroxydation 

lipidique car les taux sont respectivement de 0,47 ± 0,02µmol/L et de 0,4 ± 0,2µmol/L. La pré-

incubation des PP une heure avant l’induction du stress ne modifie pas la quantité de lipides oxydés 
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(1,1 ± 0,4µmol/L) par rapport au témoin positif (HX/XO), contrairement à l’EGCG à 500µg/mL, où 

le taux de lipides oxydés est significativement diminué à 0,4 ± 0,1µmol/L (p < 0,01). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 84 : Peroxydation lipidique par mesure du MDA en µmol/L sur les cellules RINm5F en présence de 

0,25mmol/L d'HX et de 10mU/mL de XO pendant une heure, et/ou d'antioxydants pré-incubés pendant 1 heure. 

## : p < 0,01 ; Mélange HX/XO versus témoin sans traitement, 

** : p < 0,01 ; Antioxydants + HX/XO versus HX/XO, t-test (n=3). 
 

2. Étude  de la carbonylation des protéines 

Le stress oxydant provoque également des dégâts au niveau des protéines par des phénomènes 

d’oxydation. La mesure des protéines carbonylées sous l’effet d’un stress rend compte de l’état 

cellulaire des protéines. 

Après avoir induit un stress par 40µmol/L d’H2O2 pendant 30 minutes, aucune augmentation 

significative de la quantité de protéines carbonylées est observée (1,29 ± 0,55nmol/mg de protéines 

totales versus 0,80 ± 0,57nmol/mg de protéines totales du témoin sans traitement) ; (cf. figure 85).  

Les PP seuls à 150µg/mL n’augmentent pas le taux de protéines carbonylées (0,63 ± 0,42nmol/mg) 

et l’EGCG n’induit pas également d’augmentation (1,46 ± 0,80nmol/mg) significative de ce taux 

par rapport au témoin sans traitement (basal). Lorsque les antioxydants sont pré-incubés une heure 

avant l’induction du stress par H2O2, le taux de protéines carbonylées semble augmenté (PP : 

2,18 ± 0,93nmol/mg ; EGCG : 2,68 ± 1,17nmol/mg) par rapport à la condition de stress seule 

(1,29 ± 0,55 nmol/mg) mais les différences ne sont pas statistiquement significatives. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 85 : Protéines carbonylées en nmol/mg de protéines totales dans les cellules RINm5F en présence d'H2O2 

40µmol/L pendant 30 minutes et/ou d'antioxydants pré-incubés pendant 1 heure. 

NS, t-test (n=3). 
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Dans le cas d’un stress induit par 25mmol/L de STZ, aucune augmentation du taux de 

protéines carbonylées n’est observée en présence de STZ à 25mmol/L pendant deux heures (0,53 ± 

0,08 nmol/mg de protéines) par rapport au témoin sans traitement (0,36 ± 0,22nmol/mg) ; (cf. figure 

86). La présence seule des PP à 200µg/mL induit une augmentation significative (p < 0,05) de la 

quantité de protéines carbonylées cellulaires (3,57 ± 1,85nmol/mg) par rapport au témoin 

contrairement à l’EGCG à 1000µg/mL où l’augmentation observée (0,90 ± 0,41nmol/mg) n’est pas 

significative. Enfin, lorsque les PP sont pré-incubés une heure avant d’induire le stress par la STZ, 

aucune augmentation du taux de protéines carbonylées n’est observée (0,55 ± 0,25nmol/mg) par 

rapport au témoin positif STZ (0,53 ± 0,08nmol/mg). En revanche, l’EGCG pré-incubée associée au 

stress par la STZ induisent une augmentation significative (p < 0,05) du taux de protéines 

carbonylées (1,36 ± 0,30nmol/mg) par rapport au témoin positif STZ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 86 : Protéines carbonylées en nmol/mg de protéines totales dans les cellules RINm5F en présence de 

25mmol/L de STZ pendant 2 heures et/ou d'antioxydants pré-incubés pendant 1 heure. 

# : p < 0,05 ; Antioxydants seuls versus témoin sans traitement (basal), 

* : p < 0,05 ; Antioxydants + STZ versus STZ, t-test (n=3). 

 

 

Lorsque le stress est induit par 0,25mmol/L d’HX et 10mU/mL de XO, aucune augmentation 

de la quantité de protéines carbonylées n’est observée (0,27 ± 0,05nmol/mg) par rapport au témoin 

sans traitement (basal) où le taux est de 0,22 ± 0,19nmol/mg de protéines totales (cf. figure 87). En 

revanche, l’ajout des antioxydants seuls augmente la carbonylation des protéines pour les PP à 

150µg/mL (0,58 ± 0,41nmol/L) et pour l’EGCG à 500µg/mL (2,33 ± 0,34nmol/mg) de façon 

significative (p < 0,001) par rapport au témoin (0,22 ± 0,19nmol/mg). Enfin, la pré-incubation 

d’une heure des antioxydants avant l’induction du stress par le couple HX-XO, induit une 

augmentation de la quantité de protéines carbonylées de façon significative (p < 0,05) pour les deux 

molécules (PP : 0,97 ± 0,42nmol/mg et EGCG : 3,27 ± 1,23nmol/mg) par rapport au témoin positif 

HX-XO (0,27 ± 0,05nmol/mg). 
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Figure 87 : Protéines carbonylées en nmol/mg de protéines totales dans les cellules RINm5F en présence de 

0,25mmol/L d’HX associés à 10mU/mL pendant 1 heure et/ou d'antioxydants pré-incubés pendant 1 heure. 

### : p < 0,001 ; Antioxydants seuls versus témoin sans traitement (basal), 

* : p < 0,05 ; Antioxydants + HX-XO versus HX-XO, t-test (n=3). 

 

 

 

II. Étude in vivo de l’effet des antioxydants sur un modèle de rats 

intolérants au glucose 
 

A. Mise au point du modèle de diabète de type 2 

1. Effet des régimes normocalorique ou hypercalorique sur la glycémie 

La glycémie des animaux a été mesurée sur 7 mois d’étude. Les résultats montrent que les rats 

nourris avec l’alimentation ND présentent une glycémie de départ de 0,76 ± 0,05g/L et que celle-ci 

augmente de façon significative (p < 0,001) au cours de l’étude (cf. figure 88), avec des valeurs de 

1,32 ± 0,13g/L ; 1,19 ± 0,24g/L et 1,47 ± 0,16g/L respectivement pour 2, 4 et 7 mois de régime 

alimentaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 88 : Glycémie plasmatique en g/L des rats nourris par l'alimentation normocalorique 

pendant 0, 2, 4 et 7 mois. 

*** : p < 0,001 ; glycémie à 2, 4 et 7 mois versus glycémie à 0 mois, One Way ANOVA,  

Student-Newman-Keuls Method post test (n=10 à 0 mois, 10 à 2 mois, 4 à 4 mois et 4 à 7 mois de régime) 
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Lorsque les animaux sont nourris par une alimentation hypercalorique HFD, au cours de 

l’étude, une augmentation significative de la glycémie est observée (cf. figure 89).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 89 : Glycémie plasmatique en g/L des rats nourris par l'alimentation hypercalorique 

pendant 0, 2, 4 et 7 mois. 

*** : p < 0,001 ; glycémie à 2, 4 et 7 mois versus glycémie à 0 mois, One Way ANOVA,  

Student-Newman-Keuls Method post test (n=6 à 0 mois, 6 à 2 mois, 5 à 4 mois et 3 à 7 mois de régime). 

 

En effet, la glycémie observée à deux mois est augmentée à 1,39 ± 0,23g/L (p < 0,001) par rapport à 

la glycémie du début de l’étude (0 mois) qui est de 0,83 ± 0,05g/L. A 4 et 7 mois de régime HFD, 

elles sont également augmentées de façon significative (p < 0,001) respectivement à 1,86 ± 0,11g/L 

et 1,62 ± 0,17g/L, par rapport au taux de glucose du début de l’étude. De plus, les valeurs de 

glycémie sont significatives entre elles à 2 et 4 mois (p < 0,001) et à 2 et 7 mois (p < 0,05). 

 

 

 Lorsque les glycémies plasmatiques des animaux nourris par les alimentations ND et HFD 

sont comparées (cf. figure 90), une augmentation significative (p < 0,05) de la glycémie des rats 

HFD (0,83 ± 0,05g/L) est observée par rapport aux animaux ND (0,76 ± 0,05g/L), au début de 

l’étude (0 mois).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 90 : Glycémie plasmatique en g/L des rats nourris par les alimentations normocalorique ou 

hypercalorique pendant 0, 2, 4 et 7 mois. 

# : p < 0,05 ; ND versus HFD à 0 mois, t-test (n=10 et 6). 

** : p < 0,01 ; ND versus HFD à 4 mois, t-test (n=4 et 5). 
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Cette différence de glycémie entre animaux ND et HFD n’est pas retrouvée à 2 et 7 mois. 

Cependant, à 4 mois, les rats HFD présentent une glycémie significativement augmentée à 

1,86 ± 0,11g/L par rapport au animaux ND (1,29 ± 0,24g/L). 

 

2. Effet des deux régimes sur la C-peptidémie 

La C-peptidémie a été mesurée chez les animaux nourris par les régimes ND ou HFD, après 2 

et 7 mois de régime, à jeun ou après 30 minutes d’une réalimentation (post prandiale 30 minutes).  

 

Les résultats de la mesure du C-peptide montrent, qu’après deux mois de régime, aucune 

différence significative n’est observée entre la C-peptidémie à jeun (969,96 ± 297,33pmol/L) et 

celle post-prandiale (1278,67 ± 258,19pmol/L) chez les animaux ND (cf. figure 91). En revanche, 

chez les animaux nourris par l’alimentation HFD, la C-peptidémie post-prandiale est 

significativement augmentée (2855,30 ± 835,31pmol/L ; p < 0,01) par rapport à celle à jeun 

(1823,38 ± 641,20pmol/L). De plus, le taux de C-peptide à jeun est significativement augmenté 

(p < 0,01) chez les animaux HFD (1823,38 ± 641,20pmol/L) par rapport aux animaux ND 

(969,96 ± 297,33pmol/L). Il est également augmenté de façon significative (p < 0,001) après une 

réalimentation de 30 minutes (post-prandiale) chez les animaux HFD (2855,30 ± 835,31pmol/L) par 

rapport aux animaux ND (1278,67 ± 258,19pmol/L). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 91 : Mesure du taux de C-peptide plasmatique chez des animaux ND et HFD après deux mois de régimes, 

en condition à jeun et post-prandiale 30 minutes. 

** : p < 0,01 ; C-peptidémie à jeun ND (n=6) versus C-peptidémie à jeun HFD (n=10), t-test. 

*** : p < 0,001 ; C-peptidémie post-prandiale ND (n=6) versus C-peptidémie post-prandiale HFD (n=10), t-test. 

## : p < 0,01 ; C-peptidémie à jeun HFD versus C-peptidémie post-prandiale HFD, t-test (n=10). 
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Après sept mois de régime alimentaire ND ou HFD, aucune différence n’est observée entre 

les C-peptidémies à jeun (1121,67 ± 337,26pmol/L) et post prandiale (1911,67 ± 667,22pmol/L) 

chez les rats ND, ainsi que chez les rats HFD (à jeun : 3100,5 ±1043,04pmol/L ; post-prandial : 

3474,25 ± 1073,05pmol/L) ; (cf. figure 92). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 92 : Mesure du taux de C-peptide plasmatique chez des animaux après 7 mois de régimes ND ou HFD, en 

condition à jeun ou post-prandiale. 

* : p < 0,05 ; C-peptidémie à jeun ND (n=3) versus C-peptidémie à jeun HFD (n=4), t-test. 

 

En revanche, le taux de C-peptide à jeun est significativement augmenté (p < 0,05) chez les 

animaux HFD (3100,5 ±1043,04pmol/L) par rapport aux animaux ND (1121,67 ± 337,26pmol/L), 

mais aucune augmentation significative n’est observée au vu des écart-types obtenus, en condition 

post-prandiale entre les deux groupes d’animaux (ND : 1911,67 ± 667,22pmol/L ; HFD : 3474,25 ± 

1073,05pmol/L). 

 

 

Chez les animaux HFD, lorsque les taux de C-peptide à jeun et post-prandial sont comparés à 

2 et 7 mois, il en résulte que l’augmentation de C-peptidémie à jeun observée à 7 mois 

(3100,5 ± 1043,04pmol/L) est significative (p < 0,05) par rapport à celle observée à 2 mois de 

régime alimentaire (1823,38 ± 641,20pmol/L). La C-peptidémie post prandiale des animaux HFD à 

7 mois (3474,25 ± 1073,05pmol/L) n’est pas augmentée de manière significative par rapport à celle 

des animaux à 2 mois de régime (2855,30 ± 835,31pmol/L). 

 

3. Effet des régimes alimentaires sur la prise de masse des animaux 

La prise de masse corporelle des rats a été mesurée tous les mois, pendant sept mois, dans les 

deux groupes de régimes alimentaires (ND ou HFD). Au début de l’étude, les rats présentent des 

masses similaires dans les deux groupes (ND : 296,33 ± 12,34g et HFD : 299,20 ± 17,56g) ; (cf. 

figure 93).  
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Figure 93 : Mesure de la masse des rats nourris par l'alimentation normocalorique ou hypercalorique, tout les 

mois, pendant 7 mois 

* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p <0,001 ; Masse des animaux ND versus HFD de 0 à 7 mois, t-test. 

(De 0 à 4 mois, n=6 animaux ND et n=10 animaux HFD et de 5 à 7 mois, n=3 animaux ND et n=47 animaux HFD). 

 

A partir d’un mois de régime ND ou HFD, la masse des rats HFD est significativement 

augmentée (p < 0,01) à 460,3 ± 24,99g contre 424,67 ± 15,44g pour les ND. Cette augmentation 

significative de masse chez le groupe HFD se maintient tout au long de l’étude. A 2 mois, la masse 

des rats HFD est augmentée de façon significative (p < 0,001) à 536,80 ±37,66g par rapport aux rats 

ND (459,33 ± 19,92g). A la fin de l’étude (7 mois), la masse des rats HFD est de 739,50 ± 65,87g, 

masse significativement augmentée (p < 0,01) par rapport aux rats ND du même temps 

(582,33 ± 12,01g). 

 

4. Effet des traitements sur l’histologie du pancréas 

a) Coloration Hématoxyline / Éosine 

Les coupes histologiques de pancréas de rats, nourris par l’alimentation normocalorique ou 

hypercalorique, ont été réalisées après 2 et 7 mois de régime alimentaire et colorées à 

l’hématoxyline / éosine (cf. figure 94). 

 Après deux mois de régime ND, les rats présentent des îlots pancréatiques pour la plupart de 

forme ovoïde et de taille moyenne (cf. figure 94 A). En revanche, les animaux nourris avec 

l’alimentation HFD pendant le même temps, présentent également des îlots de forme arrondie mais 

de taille un peu plus importante (cf. figure 94 B). De plus, ceux-ci montrent des espaces blancs sans 

cellules. Lorsque les rats sont nourris sept mois par le régime ND (cf. figure 94 C), les îlots 

pancréatiques adoptent également une forme arrondie et présentent des trous. Ces caractéristiques 
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sont également mises en évidence, sur les îlots de rats nourris par alimentation HFD pendant sept 

mois (cf. figure 94 D). De plus, dans ce groupe d’animaux, la taille des îlots semble augmentée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 94 : Photographies de coupes histologiques de pancréas de rats après coloration HE. 

Les animaux ont été nourris avec le régime normocalorique pendant deux mois (photos A) ou sept mois 

(photos C) ; ou avec le régime hypercalorique pendant 2 mois (photos B) ou sept mois (photos D).  

 

 

b) Mesure de la taille des îlots après coloration Hématoxyline / Éosine 

 La mesure de la surface des îlots pancréatiques, après coloration HE des coupes, a été réalisée avec 

le logiciel de capture d’image et a permis un classement arbitraire des îlots dans trois catégories 

distinctes :  

- Une taille inférieure à 10 000µm² correspond à des petits îlots,  

- Une taille comprise entre 10 000 et 30 000µm², correspond à des îlots moyens,  

- Une taille supérieure à 30 000µm² correspond à des gros îlots. 

 

Les résultats obtenus montrent que des animaux nourris par alimentation ND pendant 2 mois, ont 

majoritairement des îlots de taille moyenne (46,7 ± 17,2%), puis de petite taille (37,7 ± 22,9%). Les 

gros îlots sont peu présents chez ces animaux (15,6 ± 5,7%) ; (cf. figure 95). Les animaux nourris 

par le régime HFD présentent des tailles d’îlots similaires au groupe ND. En effet, le nombre d’îlots 

A B 

C D 
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de petite taille est de 44,3 ± 11,1%, celui concernant les îlots de taille moyenne est de 46,3 ± 11,4% 

et enfin, les gros îlots représentent 9,4 ± 6,9% des îlots totaux.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 95 : Mesure de la taille des îlots de Langerhans, après deux mois de régime ND ou HFD. 

Les proportions de taille des îlots ont été estimées sur un nombre total d’îlots observés sur une 

même section de pancréas et rapportées à 100%. 

NS ; Petit, moyen et gros îlots de rats ND (n=3) versus rats HFD (n=4), t-test. 

 

 

Lorsque les rats sont soumis au régime HFD pendant 7 mois, le nombre de gros îlots du 

pancréas augmente (39,9 ± 8,1%) alors que celui des petits îlots diminue (12,6 ± 9,1%), par rapport 

aux rats nourris au régime ND (gros : 28,7 ± 8,1% ; petits : 29,9 ± 17,5%). Cependant, ces 

variations ne sont pas significatives compte tenu des écarts-types obtenus (cf. figure 96). Le nombre 

d’îlots de taille moyenne des rats ND (41,4 ± 25,1%) est similaire à celui des rats HFD (47,4 ± 

15,5%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 96 : Mesure de la surface des îlots de Langerhans, après sept mois de régime ND ou HFD. 

Les proportions de surface des îlots ont été estimées sur un nombre total d’îlots observés sur une 

même section de pancréas et rapportées à 100%. 

NS ; Petit, moyen et gros îlots de rats ND (n=3) versus rats HFD (n=3), t-test. 
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Lorsque la proportion de surface des îlots de rats ND est comparée après 2 et 7 mois de 

régime aucune différence statistique n’est obtenue dans chacun des groupes. En revanche, chez les 

animaux HFD, après 7 mois de régime, est observée une diminution significative (p < 0,05) du 

nombre d’îlots inférieurs à 10 000µm² (12,6 ± 9,1%) par rapport aux rats à 2 mois (44,3 ± 11,1%). 

De plus, le nombre de gros îlots est, quant à lui, augmenté de façon significative (p < 0,01) chez les 

animaux HFD après 7 mois d’alimentation (39,9 ± 8,1%) par rapport aux rats soumis au régime 

seulement pendant 2 mois (9,4 ± 6,9%). Les écarts-types des graphiques n’ont pas été représentés 

par soucis de clarté. 

 

c) Coloration au trichrome de Masson  

Les coupes histologiques de pancréas de rats, qu’ils soient nourris par l’alimentation 

normocalorique ou hypercalorique pendant 2 et 7 mois ont également été colorées au trichrome de 

Masson (cf. figure 97).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 97 : Photographies de coupes histologiques de pancréas de rats après coloration au 

trichrome de Masson. 

Les animaux ont été nourris avec le régime normocalorique pendant deux mois (photos A) ou sept 

mois (photos C) ; ou avec le régime hypercalorique pendant 2 mois (photos B) ou sept mois 

(photos D). 

 

Après deux mois de régime ND, les îlots pancréatiques des rats ont une forme ovoïde et sont 

de taille moyenne (cf. figure 97 A). Les animaux HFD alimentés pendant le même temps, quant à 
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eux, présentent également des îlots de forme arrondie mais de taille plus importante (cf. figure 97 

B). Lorsque les rats sont soumis à un régime ND pendant 7 mois (cf. figure 97 C), les îlots adoptent 

une forme arrondie et présentent aussi des trous. Ces caractéristiques sont également retrouvées sur 

les îlots de rats ayant reçu l’alimentation HFD pendant cette même durée (cf. figure 97 D). De plus, 

que ce soit après 2 ou 7 mois de régime alimentaire HFD (cf. figure 97 B et D), les îlots semblent 

présenter une augmentation de taille par rapport aux îlots des rats nourris par le régime ND (cf. 

figure 97 A et C). 

 

5. Effet des traitements sur l’histologie du foie  

L’étude histologique du foie a été réalisée par les colorations HE et trichrome de Masson qui 

permettent dans ce cas présent d’évaluer respectivement la stéatose hépatique et l’apparition de 

phénomène de fibrose. Le degré de stéatose est évalué par le système de score décrit dans le 

chapitre II. B. 6. C de la partie matériels et méthodes (Méthode de Kleiner et al.). 

a) Coloration Hématoxyline / Éosine 

Les coupes histologiques de foie de rats, ayant reçu l’alimentation ND ou HFD, ont été 

réalisées après 2 et 7 mois de régime alimentaire et colorées à l’hématoxyline / éosine.  

 

Les résultats montrent que le tissu hépatique des rats ND après 2 mois (cf. figure 98 A et B) et 

7 mois de régime (cf. figure 98 E et F) sont similaires : le cytoplasme des hépatocytes est rosé et 

homogène, le noyau bien défini et de couleur violette, et les hépatocytes s’organisent de façon 

radiale autour des veines centro-lobulaires du tissu. Le score pour ces coupes est alors de 0 puisqu’il 

n’y a pas de stéatose. En revanche, après 2 mois de régime HFD, les hépatocytes sont gonflés et 

présentent des vacuoles de gouttelettes lipidiques (cf. figure 98 C et D). Les noyaux sont moins 

visibles et parfois repoussés à la périphérie du cytoplasme. Ce sont les caractéristiques d’une 

stéatose hépatique qui est d’autant plus présente lorsque les rats sont soumis à 7 mois de régime 

HFD. Cette stéatose est supérieure à 66% que ce soit à 2 mois ou 7 mois de régime HFD, le score 

est donc de 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



140 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 98 : Photographies de coupes histologiques de foie de rats après coloration HE.  

Les animaux ont été nourris avec le régime normocalorique pendant deux mois (photos A et B) ou sept mois (photos E 

et F) ; ou avec le régime hypercalorique pendant 2 mois (photos C et D) ou sept mois (photos G et H).  

 

b) Coloration au trichrome de Masson  

Une coloration au trichrome de Masson a également été réalisée sur les coupes histologiques 

de foie, de rats soumis à une alimentation ND ou HFD (cf. figure 99).   
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Figure 99 : Photographies de coupes histologiques de foie de rats après coloration au trichrome de Masson. 

Les animaux ont été nourris avec le régime normocalorique pendant deux mois (photos A et B) ou sept mois (photos E 

et F) ; ou avec le régime hypercalorique pendant 2 mois (photos C et D) ou sept mois (photos G et H). 

 

Après 2 (cf. figure 99 A et B) et 7 mois de régime normocalorique (cf. figure 99 E et F), les 

hépatocytes sont colorés en rouge tandis que les fibres de collagène sont colorées en bleu.  
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Comme observé lors de la coloration HE du foie, les hépatocytes s’organisent de façon radiale 

autour des veines centro-lobulaires ou des espaces-portes. Cependant, après 2 mois de régime HFD, 

le foie des animaux présente également des vacuoles de lipides dans le cytoplasme qui est gonflé 

(cf. figure 99 C et D). La stéatose est présente dès deux mois de régime et est accentuée après 7 

mois de régimes HFD (cf. figure 99 G et H). 

Les scores de stéatose hépatique établis  pour chacune de ces coupes sont de 0 pour les 

animaux soumis au régime ND à 2 et 7 mois, et de 3 (> 66% de stéatose présente dans le tissu) pour 

les animaux recevant l’alimentation HFD à 2 et 7 mois. 

 En dehors des espaces-portes ou des veines centro-lobulaires, il n’y a pas de développement 

de fibres de collagènes dans le tissu, ce qui traduit l’absence de fibrose hépatique. 

 

 

B. Étude in vivo de l’effet des antioxydants 

1. Étude du stress oxydant  

a) Dosage des lipides peroxydés par la méthode TBARS 

Avant que les animaux ne reçoivent leur régime alimentaire respectif (ND ou HFD), le taux 

de lipides peroxydés a été mesuré par la technique du TBARS. Les résultats initiaux indiquent que 

les rats présentent un taux de lipides peroxydés de 4,01 ± 1,15µmol/L/mg de protéines. 

Après 2 mois de traitement, les rats nourris par l’alimentation HFD présentent un taux de 

lipides peroxydés de 3,1 ± 0,1µmol/L/mg de protéines contre 2,0 ±0,6µmol/L/mg de protéines pour 

les rats ND (cf. figure 100). De plus, le taux de lipides peroxydés est diminué de façon significative 

(p < 0,05) entre les rats à leur arrivée et après deux mois d’alimentation ND. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 100 : Taux de lipides peroxydés plasmatique en µmol/L/mg de protéines chez les rat ND et HFD après 2 

mois de régime alimentaire, mesuré par la technique TBARS. 

 NS ; Triglycéridémie ND (n=4) versus triglycéridémie HFD (n=3), t-test. 

 

 

Lorsque les rats sont soumis à trois mois de régime alimentaire, ceux recevant l’alimentation 

hypercalorique et le solvant ont un taux de lipides peroxydés (4,4 ± 1,1µmol/L/mg de protéines) 

similaire à celui des rats ND solvant (4,1 ± 1,5µmol/L/mg de protéines) ; (cf. figure 101). Les 
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traitements par l’EGCG et les PP pendant un mois ne modifient pas le taux de lipides peroxydés 

chez les animaux ND, car ceux-ci sont respectivement de 4,6 ± 1,2µmol/L/mg de protéines et de 

4,4 ± 0,9µmol/L/mg de protéines, par rapport aux rats ND solvant (4,1 ± 1,5µmol/L/mg de 

protéines). En revanche, l’exercice semble augmenter le taux de lipides peroxydés à 5,7 ± 

0,9µmol/L/mg de protéines par rapport aux rats ND solvant. Chez le groupe de rats nourris avec 

l’alimentation HFD, les PP et l’exercice, le taux de peroxydation lipidique est similaire à celui du 

témoin HFD solvant (4,2 ± 1,5µmol/L/mg de protéines, 3,9 ± 1,9µmol/L/mg de protéines et 4,4 ± 

1,1µmol/L/mg de protéines, respectivement). Seul l’EGCG diminue de façon significative (p < 

0,05) le taux de lipides peroxydés à 1,6 ± 0,3µmol/L/mg de protéines. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 101 : Taux de lipides peroxydés plasmatique en µmol/L/mg de protéines chez les rat ND et HFD après 3 

mois de régime alimentaire et 1 mois de traitement antioxydant ou d’exercice, mesuré par la technique TBARS. 

NS ; Lipides peroxydés ND solvant (n=4) versus lipides peroxydés HFD solvant (n=4), t-test. 

NS ; Lipides peroxydés ND solvant (n=4) versus lipides peroxydés ND EGCG (n=5) / PP (n=4) / Exercice (n=4), t-test. 

* : p < 0,05 ; Lipides peroxydés HFD solvant (n=4) versus lipides peroxydés HFD EGCG (n=3) / PP (n=4) /exercice 

(n=5), t-test. 

 

 

Après 4 mois de régime hypercalorique, les rats présentent un taux de lipides peroxydés 

significativement augmenté (p < 0,01) à 8,9 ± 1,7µmol/L/mg de protéines par rapport aux rats ND 

solvant (4,0 ± 1,6µmol/L/mg de protéines) ; (cf. figure102). Les rats ND présentent un taux 

similaire de lipides peroxydés quel que soit le traitement utilisé pendant 2 mois (solvant : 

4,0 ± 1,6µmol/L/mg de protéines ; EGCG : 4,9 ± 1,8µmol/L/mg de protéines ; PP : 

4,9 ± 1,7µmol/L/mg de protéines ; exercice : 4,0 ± 0,7µmol/L/mg de protéines). En revanche, chez 

les animaux HFD, les trois traitements permettent de diminuer de façon significative le taux de 

lipides peroxydés par rapport aux rats HFD solvant (8,9 ± 1,7µmol/L/mg de protéines). En effet, le 

taux est de 3,7 ± 1,6µmol/L/mg de protéines pour l’EGCG (p < 0,01), de 5,5 ± 0,7µmol/L/mg de 

protéines pour les PP (p < 0,05) et de 4,6 ± 1,6µmol/L/mg de protéines pour l’exercice (p < 0,05). 
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Régime 5 mois ; AO 3 mois
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Figure 102 : Taux de lipides peroxydés plasmatique en µmol/L/mg de protéines chez les rat ND et HFD après 4 

mois de régime alimentaire et 2 mois de traitement antioxydant ou d’exercice, mesuré par la technique TBARS. 

## : p < 0,01 ; Lipides peroxydés ND solvant versus lipides peroxydés HFD solvant, (n=4), t-test. 

NS ; Lipides peroxydés ND solvant versus lipides peroxydés ND EGCG / PP / exercice, (n=4), t-test. 

* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; Lipides peroxydés HFD solvant versus lipides peroxydés HFD EGCG / PP / exercice, 

(n=4), t-test. 

 

 

Enfin, après 5 mois de régime alimentaire, il n’y a pas de différence de concentration en 

lipides peroxydés entre les rats ND solvant (2,8 ± 0,9µmol/L/mg de protéines) et HFD solvant 

(3,0 ± 0,9µmol/L/mg de protéines) ; (cf. figure 103). Chez les rats ND soumis pendant 3 mois aux 

traitements antioxydants ou à l’exercice physique, le taux de lipides oxydés obtenus est similaire 

pour les rats recevant l’EGCG (2,7 ± 1,7µmol/L/mg de protéines), les PP (2,7 ± 0,4µmol/L/mg de 

protéines) et l’exercice (3,9 ± 1,5µmol/L/mg de protéines) à celui des rats ND solvant 

(2,8 ± 0,9µmol/L/mg de protéines). Les rats HFD traités par l’EGCG (2,6 ± 0,3µmol/L/mg de 

protéines) ont également un taux de lipides peroxydés similaire à celui des rats HFD solvant. En 

revanche, les rats HFD traités par les PP ou faisant de l’exercice ont des taux de lipides peroxydés 

significativement augmentés, respectivement à 4,6 ± 0,6µmol/L/mg de protéines et à 5,6 ± 

1,8µmol/L/mg de protéines (p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 103 : Taux de lipides peroxydés plasmatique en µmol/L/mg de protéines chez les rat ND et HFD après 5 

mois de régime alimentaire et 3 mois de traitement antioxydant ou d’exercice, mesuré par la technique TBARS. 

NS ; Lipides peroxydés ND solvant (n=5) versus lipides peroxydés HFD solvant, (n=4), t-test. 

NS ; Lipides peroxydés ND solvant (n=5) versus lipides peroxydés ND EGCG (n=4) / PP (n=4) / exercice (n=5), t-test. 

* : p < 0,05 ; Lipides peroxydés HFD solvant versus lipides peroxydés HFD EGCG / PP / exercice, (n=4), t-test. 
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b) Effet des traitements sur la carbonylation des protéines 

 

Le taux de protéines carbonylées, dans le plasma des rats avant l’introduction des régimes 

alimentaires, a été mesuré et les résultats indiquent une concentration plasmatique en protéines 

carbonylées de 0,36 ± 0,12nmol/mg de protéines. Après deux mois de régime alimentaire, les 

animaux recevant l’alimentation HFD présentent une concentration plasmatique en protéines 

carbonylées qui semble augmentée par rapport aux rats ND (0,32 ± 0,06nmol/mg de protéines et 

0,25 ± 0,06nmol/mg de protéines, respectivement) ; (cf. figure 104). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 104 : Taux de protéines carbonylées en nmol/mg de protéines totales, dans le plasma de rats soumis 

pendant 2 mois aux régimes ND ou HFD. 

NS ; Protéines carbonylées ND versus protéines carbonylées HFD, (n=4), t-test. 

 

 

Lorsque les animaux sont soumis durant trois mois au régime alimentaire, les rats HFD 

recevant le solvant présentent un taux de carbonylation des protéines augmenté de façon 

significative à 0,205 ± 0,045nmol/mg de protéines par rapport aux rats ND (0,084 ± 0,024nmol/mg 

de protéines ; p < 0,05) ; (cf. figure 105).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 105 : Taux de protéines carbonylées en nmol/mg de protéines totales, dans le plasma de rats soumis 

pendant 3 mois aux régimes ND ou HFD et pendant 1 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

## : p < 0,01 ; Protéines carbonylées ND (n=4) versus protéines carbonylées HFD (n=3), t-test. 

$ : p < 0,05 ; Protéines carbonylées ND solvant (n=4) vs protéines carbonylées ND EGCG / PP / exercice (n=3), t-test. 

* : p < 0,05 ; Protéines carbonylées HFD solvant vs protéines carbonylées HFD EGCG / PP / exercice, (n=3), t-test. 
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Chez les rats ND, un traitement par l’EGCG pendant un mois, induit une diminution 

significative (p < 0,05) de la carbonylation des protéines à 0,037 ± 0,010nmol/mg de protéines par 

rapport aux rats ND solvant, tandis que les PP ne modifient pas ce taux (0,093 ± 0,034nmol/mg de 

protéines). Enfin, la pratique d’une activité physique induit, quant à elle, une augmentation 

significative (p < 0,05) de ce taux de protéines carbonylées à 0,167 ± 0,057nmol/mg de protéines. 

Dans le cas des rats HFD, ceux qui reçoivent les PP pendant un mois, ont un taux de protéines 

carbonylées qui reste similaire (0,185 ± 0,054nmol/mg de protéines) à celui des rats HFD solvant. 

En revanche, ceux qui sont traités par l’EGCG ont une diminution significative (p < 0,05) de leur 

taux à 0,123 ± 0,031nmol/mg de protéines tout comme les rats pratiquant une activité physique où 

le taux de protéines n’est plus que de 0,098 ± 0,044nmol/mg de protéines. 

 

 

En ce qui concerne les rats nourris pendant 4 mois avec ces régimes, les rats HFD ayant reçu 

le solvant pendant 2 mois, présentent une augmentation significative (p < 0,01) du taux de  

protéines carbonylées plasmatiques (1,08 ± 0,21nmol/mg de protéines) par rapport aux rats ND 

solvant dont le taux n’est que de 0,49 ± 0,02nmol/mg de protéines (cf. figure 106).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 106 : Taux de protéines carbonylées en nmol/mg de protéines totales, dans le plasma de rats soumis 

pendant 4 mois aux régimes ND ou HFD et pendant 2 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

## : p < 0,01 ; Protéines carbonylées ND versus protéines carbonylées HFD, (n=3), t-test. 

$ : p < 0,05 ; Protéines carbonylées ND solvant (n=3) versus protéines carbonylées ND EGCG (n=4) / PP (n=5) / 

exercice (n=3), t-test. 

NS ; Protéines carbonylées HFD solvant versus protéines carbonylées HFD EGCG / PP / exercice, (n=3), t-test. 

 

Les traitements des rats ND par les antioxydants EGCG (0,52 ± 0,06nmol/mg de protéines) et 

PP (0,41 ± 0,21nmol/mg de protéines) ne modifient pas le taux de protéines carbonylées par rapport 

aux taux des rats ND solvant. En revanche, l’exercice diminue de façon significative (P < 0,01) ce 

taux (0,31 ± 0,06nmol/mg de protéines) par rapport aux rats ND solvant. Concernant les animaux 

HFD, qu’ils soient traités par les antioxydants ou qu’ils fassent de l’exercice, ils ne présentent pas 
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de modifications du taux de protéines carbonylées par rapport aux rats HFD solvant (EGCG : 

1,12 ± 0,13nmol/mg de protéines ; PP : 1,16 ± 0,04nmol/mg de protéines ; exercice : 

0,96 ± 0,02nmol/mg de protéines). 

 

 

A la fin de l’étude, lorsque les animaux ont été soumis à 5 mois de régime alimentaire, les rats 

HFD recevant le solvant présentent un taux de protéines carbonylées (0,27 ± 0,18nmol/mg de 

protéines) similaire à celui des rats ND solvant (0,20 ± 0,01nmol/mg de protéines) ; (cf. figure 107).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 107 : Taux de protéines carbonylées en nmol/mg de protéines totales, dans le plasma de rats soumis 

pendant 5 mois aux régimes ND ou HFD et pendant 3 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

NS ; Protéines carbonylées ND versus protéines carbonylées HFD, (n=3), t-test. 

$ : p < 0,05 ; $$ : p < 0,01 ; Protéines carbonylées ND solvant (n=3) versus protéines carbonylées ND EGCG (n=4) / PP 

(n=4) / exercice (n=3), t-test. 

NS ; Protéines carbonylées HFD solvant (n=3) versus protéines carbonylées HFD EGCG (n=3) / PP (n=5) / exercice, 

(n=3), t-test. 

 

Le traitement chez les rats ND par de l’EGCG ne modifie pas le taux de protéines carbonylées 

de ce groupe (0,16 ± 0,03nmol/mg de protéines) par rapport aux rats ND solvant (0,20 ± 

0,01nmol/mg de protéines). En revanche, les PP et l’exercice permettent de diminuer de façon 

significative la quantité de protéines carbonylées par rapport aux rats ND solvant. En effet, les PP 

abaissent le taux de protéines carbonylées à 0,14 ± 0,03nmol/mg de protéines (p < 0,05) et 

l’exercice à 0,05 ± 0,04nmol/mg de protéines (p < 0,01). Dans le cas des rats HFD, un traitement 

par PP ou par l’exercice semble diminuer la quantité de protéines carbonylées (PP : 

0,18 ± 0,06nmol/mg de protéines ; exercice : 0,06 ± 0,02nmol/mg de protéines) par rapport aux rats 

HFD solvant. Au contraire, le traitement des rats HFD par l’EGCG semble augmenter le taux de 

protéines carbonylées (1,62 ± 1,72nmol/mg de protéines) par rapport aux rats HFD solvant.  

 

 



148 

 

Evolution de la masse des animaux recevant un régime normo ou 

hypercalorique pendant deux mois
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2. Étude métabolique 

a) Masse des animaux 

Les animaux des groupes ND et HFD ont été pesés après un et deux mois de régime 

alimentaire (cf. figure 108).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 108 : Graphique présentant la masse moyenne en grammes des rats nourris par l'alimentation ND ou 

HFD pendant deux mois. 

*** : p <0,001 ; Masse des animaux ND versus HFD de 0 à 120 jours, t-test. 

(30 jours : n=59 animaux ND et n=46 animaux HFD ; 60 jours : n=68 animaux ND et n=51 animaux HFD). 

 

Les résultats obtenus montrent qu’après un mois de régime HFD, on observe une 

augmentation de masse significative (p < 0,001) par rapport aux rats nourris par l’alimentation ND. 

En effet, après un mois, les rats HFD pèsent 452,2 ± 27,0g tandis que les rats ND ne pèsent que 

389,1 ± 26,1g. Cette différence de masse corporelle est maintenue entre les deux groupes, après 2 

mois de régime, les rats HFD ayant toujours une masse corporelle significativement augmentée par 

rapport aux rats ND (552,6 ± 40,7g versus 450,2 ± 30,0g ; p < 0,001). 

 
 

A partir de deux mois de régime, les traitements (solvant, EGCG, PP, exercice) sont mis en 

place dans les deux groupes (ND et HFD). La masse des animaux est suivie jusqu’à 158 jours (5 

mois et 3 semaines). 

Les rats ayant reçu l’alimentation ND ont une masse comprise entre 450,2 ± 30,0g au début de 

l’étude et 543,7 ± 47,1g à la fin de l’étude (cf. figure 109). Les rats traités par l’EGCG, présentent 

une courbe de masse similaire mais inférieure à celle des rats ND solvant, avec des masses 

comprises entre 443,6 ± 32,6g (début de l’étude) et 527,5 ± 28,2g (fin de l’étude). Au contraire, les 

rats ND + PP présentent une prise de poids supérieure à celle des ND solvant, avec des masses 

comprises entre 477,2 ± 37,1g à 60 jours et 551,3 ± 53,8g à 158 jours. Cette prise de masse n’est 

pas significative, exceptée au 95
ème 

jour d’étude, où la masse des rats ND + PP est de 530,2 ± 43,6g 

(p < 0,05) alors que celle des rats ND solvant n’est que de 498,8 ± 34,8g (cf. figure 110). 
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Evolution de la masse des animaux recevant un régime normocalorique 

avec des antioxdants ou un exercice
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Figure 109 : Graphique présentant la masse moyenne en grammes des rats nourris par l'alimentation 

normocalorique (ND) entre deux et 5 mois de traitement antioxydant ou d’exercice physique. 

* : p <0,05 ; ** : p <0,01 ; Masse des animaux ND EGCG/PP/Exercice versus ND solvant de 120 à 218 jours, t-test. 

(Les nombres d’animaux utilisés pour les tests statistiques figurent dans le tableau, figure 110). 

 

Lorsque les ND pratiquent une activité physique, la prise de masse au cours de l’étude est faible. En 

effet, les rats pèsent 449,5 ± 36,4g à 60 jours et 476,2 ± 55,8g après 158 jours. Cette différence de 

masse par rapport aux rats ND solvant devient significative à partir du 74
ème

 jour d’étude (p < 0,05) 

et se maintient jusqu’au 130
ème

 jour (p < 0,05). Au-delà, la perte de significativité est liée à la 

réduction du nombre d’animaux (cf. figure 110). 

 

Temps 

(jours) 
67 74 81 88 95 102 109 116 123 130 137 144 151 158 

n ND 

(solvant) 
13 14 15 13 14 9 9 9 10 9 5 5 3 3 

n ND 

(EGCG) 
14 13 14 15 15 9 9 9 9 9 4 4 4 4 

n ND 

(PP) 
14 15 14 14 14 9 10 9 9 9 4 4 4 4 

n ND 

(Exercice) 
14 13 14 15 15 10 10 10 10 10 5 5 5 5 

EGCG vs 

solvant 
NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 

PP vs 

solvant 
NS NS NS NS 

p < 

0,05 
NS NS NS NS NS NS NS NS NS 

Exercice 

vs solvant 
NS 

p < 

0,05 

p < 

0,01 

p < 

0,05 

p < 

0,01 

p < 

0,05 

p < 

0,05 

p < 

0,05 

p < 

0,05 

p < 

0,05 
NS NS NS NS 

 
Figure 110 : Tableau présentant les résultats du t-test pour chacun des groupes ND versus ND solvant, avec le 

nombre n d’animaux de chacun des groupes, entre 67 et 158 jours d’étude. 

 

 

Les rats nourris par l’alimentation hypercalorique HFD et recevant le solvant prennent du 

poids au cours de l’étude puisqu’ils pèsent 552,7 ± 40,6g au 60
ème

 jour et 634,0 ± 22,5g au 158
ème

 

jour de l’étude (cf. figure 111).  
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Evolution de la masse des animaux recevant un régime hypercalorique 

avec des antioxdants ou un exercice
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Figure 111 : Graphique présentant la masse moyenne en grammes des rats nourris par l'alimentation 

hypercalorique (HFD) entre deux et 5 mois de traitement antioxydant ou d’exercice physique. 

* : p <0,05 ; Masse des animaux HFD EGCG/PP/Exercice versus HFD solvant de 60 à 158 jours, t-test. 

(Les nombres d’animaux utilisés pour les tests statistiques figurent dans le tableau ci-dessous). 

 

Les rats HFD nourris avec de l’EGCG ont une prise de masse supérieure à celle des HFD solvant 

puisqu’ils ont une masse de 545,2 ± 42,7g et de 672,6 ± 49,8g, respectivement au début et à la fin 

de l’étude. Bien que la masse de ce groupe soit plus importante tout au long de l’étude, elle n’est 

cependant pas significative (cf. figure 112). En revanche, les rats recevant les PP de vin rouge dans 

l’eau boisson, présentent une semaine après traitement, une masse significative inférieure (522,0 ± 

52,1g ; p < 0,05) à celle des rats HFD solvant (568,1 ± 43,2g). A partir du 123
ème

 jour, ils prennent 

du poids de façon significative (p < 0,05) par rapport aux rats HFD solvant (cf. figure 112). Cette 

significativité est retrouvée au 137
ème

 et 144
ème

 jour d’étude mais pas au 151
ème

 et 158
ème

 jour, dû au 

nombre réduit d’animaux à la fin de l’étude. 

 

Temps 

(jours) 
67 74 81 88 95 102 109 116 123 130 137 144 151 158 

n HFD 

(solvant) 
13 13 15 14 15 10 9 9 10 10 5 5 3 3 

n HFD 

(EGCG) 
14 13 14 15 10 10 10 9 7 10 5 5 5 5 

n HFD 

(PP) 
14 14 13 14 14 10 10 10 9 10 5 5 5 5 

n HFD 

(Exercice) 
14 14 12 15 10 9 9 8 10 10 5 4 4 4 

EGCG vs 

solvant 
NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 

PP vs 

solvant 
p < 

0,05 
NS NS NS NS NS NS NS 

p < 

0,05 
NS 

p < 

0,05 

p < 

0,05 
NS NS 

Exercice 

vs solvant 
NS 

p < 

0,05 
NS NS 

p < 

0,05 

p < 

0,05 

p < 

0,05 

p < 

0,05 
NS NS NS NS NS NS 

 
Figure 112 : Tableau présentant les résultats du t-test pour chacun des groupes HFD versus HFD solvant, avec le 

nombre n d’animaux de chacun des groupes, entre 67 et 158 jours d’étude. 
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Enfin, concernant les rats HFD pratiquant une activité physique, la masse se stabilise au cours 

de l’étude, puisqu’ils pèsent 547,4 ± 37,7g au début de l’étude et 597,0 ± 31,7g à la fin. La masse 

des animaux pratiquant un exercice est significativement diminuée par rapport aux animaux 

recevant le solvant, entre le 95
ème

 et le 116
ème

 jour de l’étude (p < 0,05) ; (cf. figure 112). 

 

 Lorsque les masses des rats ND solvant et HFD solvant sont comparées au cours de l’étude, 

une augmentation significative de la masse des animaux HFD solvant est observée par rapport aux 

rats ND solvant. En effet, au début de l’étude (67
ème

 jour), la masse des rats HFD est augmentée de 

façon significative (p < 0,001) à 568,1 ± 43,2g alors que les rats ND solvant ne pèsent que 

459,4 ± 24,4g. Cette significativité est maintenue jusqu’au 130
ème

 jour d’étude, après, la réduction 

de significativité est liée à une réduction du nombre d’animaux, hormis au 158
ème

 jour où la 

différence de masse entre les deux groupes est significative (p < 0,05) ; (cf. figure 113). 
 

Temps 

(jours) 
67 74 81 88 95 102 109 116 123 130 137 144 151 158 

n (ND) 13 14 15 13 14 9 9 9 10 9 5 5 3 3 

n 

(HFD) 
13 13 15 14 15 10 9 9 10 10 5 5 3 3 

ND vs 

HFD 
p < 

0,001 

p < 

0,001 

p < 

0,001 

p < 

0,001 

p < 

0,001 

p < 

0,001 

p < 

0,001 

p < 

0,001 

p < 

0,001 

p < 

0,001 
NS NS NS 

p < 

0,05 

 
Figure 113 : Résultats du t-test entre les groupes ND solvant versus HFD solvant, avec le nombre n d’animaux de 

chacun des groupes, entre 67 et 158 jours d’étude. 

 

b) Glycémie plasmatique 

Avant l’administration des régimes alimentaires ND ou HFD, la glycémie plasmatique des 

rats a été mesurée dès leur arrivée. Celle-ci est de 1,02 ± 0,08g/L. 

Lorsque les animaux reçoivent l’alimentation HFD pendant 2 mois, la glycémie de ces rats est 

augmentée significativement à 1,13 ± 0,1g/L (p < 0,05) par rapport aux rats ND (0,98 ± 0,05g/L) ; 

(cf. figure 114). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 114 : Glycémie des rats en g/L après 2 mois de régime ND ou HFD. 

* : p < 0,05 ; Glycémie ND versus glycémie HFD, (n=5), t-test. 
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Lorsque les rats sont soumis à un régime alimentaire pendant 4 mois (ND ou HFD), et 

reçoivent leur traitement pendant 2 mois, des différences dans la glycémie sont observés (cf. figure 

115). En effet, les rats HFD solvant présentent une glycémie significativement augmentée à 1,97 ± 

0,25g/L par rapport aux rats ND (1,19 ± 0,24g/L ; p < 0,01). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 115 : Glycémie plasmatique en g/L de rats soumis à un régime ND ou HFD pendant 4 mois, et pendant 2 

mois aux antioxydant et à l’exercice. 

## : p < 0,01 ; Glycémie ND solvant versus glycémie HFD solvant, (n=5), t-test. 

NS ; Glycémie ND solvant versus glycémie ND EGCG / PP / Exercice, (n=5), t-test. 

*** : p < 0,001 ; Glycémie HFD solvant versus glycémie HFD EGCG / PP / exercice, (n=5), t-test. 

 

Les rats nourris par l’alimentation ND quel que soit le traitement qu’ils reçoivent pendant 2 

mois, ne présentent pas de modification de leur glycémie par rapport aux rats ND solvant (Solvant : 

1,19 ± 0,24g/L ; EGCG : 1,02 ± 0,09g/L ; PP : 1,13 ± 0,18g/L et exercice : 1,01 ± 0,12g/L). En 

revanche, les animaux HFD traités par l’EGCG ou pratiquant une activité physique ont une 

glycémie qui est diminuée significativement (1,25 ± 0,18g/L et 1,36 ± 0,07g/L, respectivement) par 

rapport aux rats HFD solvant (p < 0,001). Le traitement par les PP n’induit pas de modification de 

la glycémie (2,10 ± 0,61g/L) par rapport aux rats HFD solvant. 

 

c) C-peptidémie 

Au début de l’étude, avant l’administration des régimes, la C-peptidémie moyenne des 

animaux est de 446,5 ± 60,8pmol/L.   

Lorsque les animaux sont soumis à un régime ND pendant 2 mois, la C-peptidémie est de 

532,2 ± 207,9pmol/L. En revanche, ceux nourris par l’alimentation HFD, pendant la même durée, 

présentent une C-peptidémie augmentée de façon significative (p < 0,01) à 1551,9 ± 511,7pmol/L 

par rapport aux rats ND (cf. figure 116).  
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Figure 116 : Taux de C-peptide plasmatique en pmol/L chez les rats ND et HFD après 2 mois de régime 

alimentaire. 

** : p < 0,01 ; C-peptidémie ND (n=5) versus C-peptidémie HFD (n=4), t-test. 

 

 

Après 3 mois de régime alimentaire, les animaux nourris par l’alimentation HFD ne recevant 

que le solvant, présentent une C-peptidémie augmentée de façon significative 

(1855,0 ± 419,4pmol/L ; p < 0,001) par rapport aux rats ND recevant également le solvant 

(711,5 ± 128,1pmol/L) ; (cf. figure 117). Les rats nourris par l’alimentation ND, qu’ils soient traités 

par l’EGCG ou par les PP, ne présentent pas de différences significatives de la C-peptidémie 

(EGCG : 787,5 ± 71,3pmol/L ; PP : 1027,0 ± 317,2pmol/L) par rapport aux rats ND solvant 

(711,5 ± 128,1pmol/L). En revanche, les rats ND pratiquant un exercice physique ont une C-

peptidémie significativement diminuée à 362,5 ± 83,7pmol/L (p < 0,01). Les traitements à l’EGCG, 

aux PP ou l’activité physique induisent, chez des rats HFD, une baisse significative de la C-

peptidémie par rapport au rats HFD solvant. En effet, les rats HFD solvant ont une C-peptidémie de 

1855,0 ± 419,4pmol/L, alors qu’elle n’est que de 1183,8 ± 210,4pmol/L (p < 0,05) pour les rats 

traités par l’EGCG, de 747,0 ± 347,7pmol/L (p < 0,05) pour ceux recevant les PP et que de 

1181,3 ± 329,9pmol/L (p < 0,05) pour les animaux pratiquant une activité physique (cf. figure 117). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 117 : Taux de C-peptide plasmatique en pmol/L chez les rats soumis pendant 3 mois aux régimes ND ou 

HFD et pendant 1 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

### : p < 0,001 ; C-peptidémie ND solvant (n=5) versus C-peptidémie HFD solvant (n=5), t-test. 

$$ : p < 0,01 ; C-peptidémie ND solvant (n=5) versus C-peptidémie ND EGCG (n=5) / PP (n=5) / exercice (n=4), t-test. 

* : p < 0,05 ; C-peptidémie HFD solvant (n=5) vs C-peptidémie HFD EGCG (n=3) /PP (n=3) / exercice (n=4), t-test. 
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Lorsque les rats sont soumis à 4 mois de régime HFD solvant, ils présentent une C-peptidémie 

augmentée de façon significative à 1629,5 ± 491,9pmol/L (p < 0,01) par rapport aux rats ND 

solvant où la C-peptidémie n’est que de 587,0 ± 216,3pmol/L (cf. figure 118).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 118 : Taux de C-peptide plasmatique en pmol/L chez les rats soumis pendant 4 mois aux régimes ND ou 

HFD et pendant 2 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

## : p < 0,01 ; C-peptidémie ND solvant versus C-peptidémie HFD solvant, (n=4), t-test. 

NS ; C-peptidémie ND solvant versus C-peptidémie ND EGCG / PP / exercice, (n=4), t-test. 

*  : p < 0,05 ; C-peptidémie HFD solvant (n=4) vs C-peptidémie HFD EGCG (n=5) /PP (n=5) / exercice (n=4), t-test. 

 

Ces derniers, qu’ils reçoivent de l’EGCG, des PP ou qu’ils fassent de l’exercice pendant deux 

mois, ne présentent pas de différences significatives dans leur C-peptidémie (EGCG : 713,7 ± 

210,19pmol/L ; PP : 439 ,9 ± 62,0pmol/L ; exercice : 466,7 ± 123,8pmol/L) par rapport aux rats ND 

solvant (466,7 ± 123,8pmol/L). De plus, les PP administrés aux rats HFD ne modifient pas le taux 

de C-peptide plasmatique (1650,3 ± 349,1pmol/L) contrairement à l’EGCG (1057,0 ± 88,2pmol/L) 

et à l’exercice (937,4 ± 231,2pmol/L) où la C-peptidémie est significativement diminuée (p < 0,05) 

par rapport aux rats HFD solvant (1629,5 ± 491,9pmol/L).  

 

 

Après 5 mois de régime alimentaire, les rats HFD solvant présentent toujours une C-

peptidémie augmentée de façon significative (1400,7 ± 339,8pmol/L ; p < 0,01) par rapport aux rats 

nourris par l’alimentation ND solvant (449,9 ± 99,6pmol/L) ; (cf. figure 119). Le traitement par de 

l’EGCG ou la pratique d’une activité physique pendant trois mois chez les rats ND ne modifie pas 

leur C-peptidémie (EGCG : 379,1 ± 148,7pmol/L ; Exercice : 439,2 ± 95,6pmol/L) par rapport aux 

rats ND solvant (449,9 ± 99,6pmol/L). En revanche, les PP induisent une augmentation significative 

de la C-peptidémie des rats ND (896,4 ± 266,5pmol/L ; p < 0,05) par rapport à ceux qui reçoivent le 

solvant. Enfin, chez les rats HFD, les traitements et la pratique d’une activité ne modifient plus le 

taux de C-peptidémie des animaux nourris par alimentation hypercalorique. En effet, les C-

peptidémie obtenues sont de 2225,4 ± 683,6pmol/L pour les rats traités par l’EGCG, de 

1788,1 ± 79,2pmol/L pour ceux traités par les PP et de 1536,1 ± 98,0pmol/L pour ceux faisant de 

l’exercice. 
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Figure 119 : Taux de C-peptide plasmatique en pmol/L chez les rats soumis pendant 5 mois aux régimes ND ou 

HFD et pendant 3 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

## : p < 0,01 ; C-peptidémie ND solvant versus C-peptidémie HFD solvant, (n=4), t-test. 

$ : p < 0,05 ; C-peptidémie ND solvant versus C-peptidémie ND EGCG / PP / Exercice, (n=4), t-test. 

NS ; C-peptidémie HFD solvant (n=4) versus C-peptidémie HFD EGCG (n=4) /PP (n=3) /exercice (n=3), t-test. 

 

d) Pro-insulinémie 

La pro-insulinémie des animaux avant l’administration des traitements est de 1,4 ± 0,4pmol/L. 

Après administration des régimes normocalorique ou hypercalorique pendant deux mois, la pro-

insulinémie des rats HFD est augmentée de façon significative (p < 0,05) à 21,6 ± 10,9pmol/L par 

rapport aux rats ND solvant où le taux de pro-insuline n’est que de 7,1 ± 3,2pmol/L (cf. figure 120).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 120 : Taux de pro-insuline plasmatique en pmol/L chez les rats ND et HFD après 2 mois de régime 

alimentaire. 

* : p < 0,05 ; Pro-insulinémie ND versus pro-insulinémie HFD (n=4), t-test. 

 

 

 

Après 3 mois de régime alimentaire, les rats HFD conservent cette augmentation de pro-

insuline plasmatique par rapport aux rats ND (cf. figure 121). En effet, les rats HFD ont une pro-

insulinémie augmentée significativement à 19,1 ± 4,4pmol/L (p < 0,05) par rapport aux rats ND où 

la pro-insulinémie n’est que de 5,1 ± 3,3pmol/L. Chez les rats ND, les apports en EGCG, en PP ou 

par l’exercice pendant un mois ne modifient pas les taux de pro-insuline (EGCG : 4,0 ± 1,5pmol/L ; 

PP : 6,4 ± 4,1pmol/L ; exercice : 5,0 ± 2,6pmol/L). De plus, les rats HFD traités par l’EGCG 

semblent présenter une augmentation du taux de pro-insuline plasmatique à 29,1 ± 1,4pmol/L. Au 
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contraire, un traitement par les PP et l’exercice semble diminuer le taux de pro-insuline chez ces 

animaux (PP : 16,1 ± 15,1pmol/L ; exercice : 9,9 ± 6,8pmol/L).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 121 : Taux de pro-insuline plasmatique en pmol/L chez les rats soumis pendant 3 mois aux régimes ND ou 

HFD et pendant 1 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

# : p < 0,05 ; Pro-insulinémie ND solvant (n=5) versus pro-insulinémie HFD solvant (n=4), t-test. 

NS ; Pro-insulinémie ND solvant (n=5) versus pro-insulinémie ND EGCG (n=5) / PP (n=5) / Exercice (n=4), t-test. 

NS ; Pro-insulinémie HFD solvant (n=4) versus pro-insulinémie HFD EGCG (n=3) /PP (n=3) /exercice (n=5), t-test. 

 

 

Après 4 mois de régime alimentaire, les rats soumis à l’alimentation HFD présentent une 

augmentation significative (p < 0,05) du taux de pro-insuline à 14,6 ± 5 ,1pmol/L alors qu’il n’est 

que de 4,6 ± 3,89pmol/L chez les rats ND (cf. figure 122). Chez le groupe de rats ND, ceux 

recevant l’EGCG, les PP et pratiquant l’exercice pendant deux mois, ne présentent pas d’évolution 

dans le taux de pro-insuline plasmatique (EGCG : 4,0 ± 2,0pmol/L ; PP : 3,7 ± 2,7pmol/L ; exercice 

3,4 ± 0,8pmol/L) par rapport aux rats ND solvant (4,6 ± 3,9pmol/L). Chez les rats HFD, les 

traitements par l’EGCG, les PP et l’exercice n’induisent pas de diminution significative du taux de 

pro-insuline (EGCG : 11,0 ± 3,1pmol/L ; PP : 12,6 ± 1,1pmol/L ; exercice : 9,9 ± 4,2pmol/L).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 122 : Taux de pro-insuline plasmatique en pmol/L chez les rats soumis pendant 4 mois aux régimes ND ou 

HFD et pendant 2 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

# : p < 0,05 ; Pro-insulinémie ND solvant versus pro-insulinémie HFD solvant, (n=4), t-test. 

NS ; Pro-insulinémie ND solvant versus pro-insulinémie ND EGCG / PP / Exercice, (n=4), t-test. 

NS ; Pro-insulinémie HFD solvant (n=4) versus pro-insulinémie HFD EGCG (n=5) /PP (n=5) /exercice (n=4), t-test. 
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Lorsque les rats sont soumis à un régime hypercalorique pendant 5 mois, leur taux de pro-

insuline plasmatique est augmenté de façon significative (p < 0,05) à 14,9 ± 5,1pmol/L alors que 

celui des rats normocaloriques n’est que de 6,0 ± 2,8pmol/L (cf. figure 123).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 123 : Taux de pro-insuline plasmatique en pmol/L chez les rats soumis pendant 5 mois aux régimes ND ou 

HFD et pendant 3 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

# : p < 0,05 ; C-peptidémie ND solvant (n=3) versus C-peptidémie HFD solvant (n=4), t-test. 

$ : p < 0,05 ; C-peptidémie ND solvant (n=3) versus C-peptidémie ND EGCG / PP / Exercice (n=3), t-test. 

NS ; C-peptidémie HFD solvant (n=4) versus C-peptidémie HFD EGCG (n=4) /PP (n=3) /exercice (n=3), t-test. 

 

Chez les rats nourris par l’alimentation ND, un traitement par de l’EGCG et l’exercice 

diminuent de façon significative (p < 0,05) la pro-insulinémie plasmatique des animaux, 

respectivement à 2,3 ± 1,0pmol/L et à 1,1 ± 0,5pmol/L, tandis que les PP ne modifient ce taux (5,5 

± 2,4pmol/L) par rapport aux animaux ND solvant. Enfin, chez les animaux HFD, la pratique d’une 

activité physique semble diminuer la pro-insulinémie (11,4 ± 0,3pmol/L) par rapport aux rats HFD 

solvant (14,9 ± 3,9pmol/L). L’EGCG et les PP semblent, au contraire, augmenter la pro-insulinémie 

(18,9 ± 8,0pmol/L et 17,1 ± 5,3pmol/L, respectivement). 

 

e) Étude histologique du pancréas  

 Coloration à l’hématoxyline / éosine (HE) 

L’histologie des pancréas des rats de chaque condition et pour chacun des temps d’étude est 

étudiée par la coloration HE. Avant l’administration des régimes ND ou HFD, les îlots 

pancréatiques des rats présentent une forme ovoïde pour la plupart (cf. figure 124). 

 

 

 

 

 

 

Figure 124 : Photographies d'îlots pancréatiques de rats avant l'administration des régimes. 
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Après deux mois de régime ND ou HFD, aucune différence histologique notable n’est observée sur 

les îlots pancréatiques des rats des deux groupes d’animaux (cf. figure 125 A et B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 125 : Photographies de coupes histologiques colorées à la HE de tissu pancréatique de rats 

soumis aux régimes pendant 2 mois. 

Les rats ont été nourris par alimentation ND (A) ou HFD (B) pendant deux mois. 

 

 

De plus, que les animaux soient nourris à l’alimentation normocalorique ou hypercalorique 

pendant 3 mois (cf. figure 126), 4 mois (cf. figure 127) ou 5 mois (cf. figure 128), on n’observe pas 

de modification de l’aspect histologique des tissus pancréatiques en fonction des régimes, du temps 

de l’étude et de la supplémentation en antioxydants (EGCG ou PP) ou de la pratique de l’exercice 

physique. Les données concernant le régime ND supplémenté en antioxydants ou exercice ne sont 

pas présentées, car les résultats obtenus sont identiques aux animaux HFD témoins (solvant) avec 

ou sans exercice et antioxydant. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 126 : Photographies de coupes histologiques colorées à la HE de tissu pancréatique de rats soumis 

pendant 3 mois aux régimes et pendant 1 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

Les rats ont été nourris par alimentation ND (A) ou HFD (B) pendant trois mois. Les rats HFD ont bénéficié d’une 

supplémentationen EGCG à 50mg/kg/jour (C) ou en extrait de polyphénols de vin rouge à 50mg/kg/jour (D), ou ont 

pratiqué une activité physique (nage) pendant une heure de façon quotidienne (E). 
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Figure 127 : Photographies de coupes histologiques colorées à la HE de tissu pancréatique de rats soumis 

pendant 4 mois aux régimes et pendant 2 mois aux antioxydants ou à l’exercice 

Les rats ont été nourris par alimentation ND (A) ou HFD (B) pendant quatre mois. Les rats HFD ont bénéficié d’une 

supplémentationen EGCG à 50mg/kg/jour (C) ou en extrait de polyphénols de vin rouge à 50mg/kg/jour (D), ou ont 

pratiqué une activité physique (nage) pendant une heure de façon quotidienne (E). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 128 : Photographies de coupes histologiques colorées à la HE de tissu pancréatique de rats soumis 

pendant 5 mois aux régimes et pendant 3 mois aux antioxydants ou à l’exercice 

Les rats ont été nourris par alimentation ND (A) ou HFD (B) pendant quatre mois. Les rats HFD ont bénéficié d’une 

supplémentationen EGCG à 50mg/kg/jour (C) ou en extrait de polyphénols de vin rouge à 50mg/kg/jour (D), ou ont 

pratiqué une activité physique (nage) pendant une heure de façon quotidienne (E). 
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 Mesure de la taille des îlots de Langerhans 

La taille des îlots pancréatiques a été mesurée d’après les coupes histologiques de pancréas 

colorées à la HE. La taille des îlots est définie par la mesure de leur surface en µm² (cf. Matériels et 

Méthodes).  

Les résultats montrent qu’avant l’introduction des régimes alimentaires, le nombre moyen de 

petits îlots est de 51,3 ± 2,2% et celui des îlots de taille moyenne est de 43,2 ± 8,3% (cf. figure 

129). Le nombre de gros ne représente que 2,8 ± 4,8%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 129 : Pourcentage d’îlots en fonction de leur taille, avant l’administration des régimes (n=3) 

 

Après deux mois de régime ND, le nombre de petits îlots observés dans les pancréas de ce 

groupe (43,7 ± 15,5%) est similaire à celui des rats HFD (49,8 ± 14,7%) ; (cf. figure 130). Le 

nombre d’îlots de taille moyenne semble être diminué chez les rats HFD (25,1 ± 2,1%) par rapport à 

celui des rats ND (47,9 ± 14,9%). Au niveau des gros îlots, une augmentation significative du 

nombre de gros îlots est observée chez les rats HFD (25,1 ± 14,4%) par rapport aux rats ND (8,4 ± 

0,7% ; p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 130 : Pourcentage d’îlots en fonction de leur taille, après deux mois de régime ND ou HFD. 

# : p < 0,05 ; Pourcentage de gros îlots ND versus pourcentage de gros îlots HFD (n=3), t-test. 
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Après 3 mois de régime alimentaire, les rats HFD présentent une répartition des petits et des 

moyens îlots en fonction de leur taille (25,8 ± 15,1% et 60,0 ± 7,2%, respectivement) qui n’est pas 

significativement modifiée par rapport à celle des rats ND (32,6 ± 6,6% et 38,1 ± 9,6%, 

respectivement) ; (cf. figure 131). En revanche, les rats HFD ont une augmentation significative du 

nombre de leurs gros îlots (29,3 ± 9,7%) par rapport aux rats ND (4,2 ± 7,2% ; p < 0,05). Lorsque 

les rats ND reçoivent l’EGCG, les PP ou pratiquent une activité physique, aucune différence 

significative n’est observée dans la répartition des îlots en fonction de leur taille (résultats non 

montrés) par rapport aux rats ND solvant. Dans le groupe de rats HFD, que les rats soient traités par 

l’EGCG ou les PP, aucune différence significative n’est observée dans la répartition de la taille des 

îlots (petit : 34,1 ± 13,8% ; moyen : 49,0 ± 15,2% ; gros : 16,9 ± 8,0% et petit : 46,1 ± 18,7% ; 

moyen : 27,2 ± 11,8% ; gros : 26,7 ± 8,8%, respectivement) par rapport aux rats HFD solvant 

(petit : 32,6 ± 6,6% ; moyen : 38,1 ± 9,6% ; gros : 29,3 ± 9,7%). En revanche, l’exercice modifie 

significativement la répartition des petits et des gros îlots. En effet, le nombre de petits îlots chez les 

rats HFD pratiquant un exercice est augmenté à 51,9 ± 6,4% contre 32,6 ± 6,6% chez les rats HFD 

solvant (p < 0,05). De même que le nombre de gros îlots est significativement diminué chez le 

premier groupe de rats (7,4 ± 6,4%) par rapport au second groupe (29,3 ± 9,7%). Aucune 

modification n’est observée pour le nombre d’îlots de taille moyenne entre ces deux groupes (HFD 

exercice : 40,7 ± 6,4% et HFD solvant : 38,1 ± 9,6%).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 131 : Pourcentage d’îlots en fonction de leur taille, après trois mois de régime ND ou HFD et un mois de 

traitement antioxydant ou d’activité physique. 

# : p < 0,05 ; Pourcentage de gros îlots ND versus pourcentage de gros îlots HFD (n=3), t-test. 

* : p < 0,05 ; Pourcentage de gros îlots HFD solvant versus pourcentage de gros îlots HFD exercice (n=3), t-test. 

* : p < 0,05 ; Pourcentage de petits îlots HFD solvant versus pourcentage de petits îlots HFD exercice (n=3), t-test. 
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Après 4 mois de régime, la répartition des îlots des rats HFD ne semble pas être modifiée 

significativement (petit : 49,8 ± 8,5% ; moyen : 31,8 ± 15,8% ; gros : 18,4 ± 7,3%) par rapport aux 

témoins ND solvant (petit : 53,6 ± 24,8% ; moyen : 38,2 ± 18,1% ; gros : 8,1 ± 8,3%) ; (cf. figure 

132). Lorsque les rats ND sont traités par l’EGCG, les PP ou l’exercice, aucune différence 

significative n’est observée dans la répartition des îlots en fonction de leur taille (résultats non 

montrés) par rapport aux rats ND solvant. Chez les rats HFD, la supplémentation en antioxydant 

que ce soit en EGCG (petit : 44,6 ± 24,0% ; moyen : 43,3 ± 20,3% ; gros : 12,0 ± 12,5%) ou en PP 

(petit : 39,4 ± 24,8% ; moyen : 43,9 ± 11,1% ; gros : 16,7 ± 16,7%), ne modifie pas de façon 

significative la répartition des îlots par rapport au témoin HFD. En revanche, les animaux traités par 

l’exercice ne présentent une diminution significative (p < 0,05) du nombre de gros îlots par rapport 

aux rats HFD solvant  (18,4 ± 7,3 %). La proportion des petits et moyens îlots n’est pas modifiée 

significativement (petit : 53,8 ± 17,9% ; moyen : 46,2 ± 17,9%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 132 : Pourcentage d’îlots en fonction de leur taille, après quatre mois de régimes ND ou HFD et deux mois 

de supplémentations en antioxydants ou en exercice physique. 

NS ; Pourcentage de gros îlots ND versus pourcentage de gros îlots HFD (n=3), t-test. 

NS ; Pourcentage de gros îlots HFD solvant versus pourcentage de gros îlots HFD exercice (n=3), t-test. 

* : p < 0,05 ; Pourcentage de petits îlots HFD solvant versus pourcentage de petits îlots HFD exercice (n=3), t-test. 

 

 

Enfin, après 5 mois d’étude, les rats nourris par l’alimentation HFD ne présentent pas de 

modification significative de la répartition des îlots (petit : 41,0 ± 18,8% ; moyen : 27,9 ± 23,2% ; 

gros : 18,4 ± 7,3%)  par rapport aux rats ND solvant (petit : 43,0 ± 11,4% ; moyen : 45,4 ± 4,2% ; 

gros : 31,1 ± 16,8%). Lorsque les rats ND reçoivent l’EGCG, les PP ou pratiquent une activité 

physique, aucune différence significative n’est observée dans la répartition des îlots en fonction de 

leur taille (résultats non montrés) par rapport aux rats ND solvant. Chez les rats HFD, l’apport des 

antioxydants, EGCG et PP, ne modifie pas la répartition des îlots en fonction de leur taille (petit : 
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48,5 ± 2,6% ; moyen : 28,0 ± 20,6% ; gros : 27,7 ± 16,6% et petit : 52,9 ± 27,4% ; moyen : 

21,8 ± 10,0% ; gros : 25,3 ± 18,2%, respectivement). En revanche, l’exercice induit une 

modification significative de cette répartition, par diminution du nombre de gros îlots qui est de 0% 

chez les rats faisant de l’exercice contre 31,1 ± 16,8% chez ceux recevant le solvant. Cependant, 

aucune modification significative n’est observée pour les îlots de petite et de moyenne taille 

(39,4 ± 18,3% et 56,4 ± 14,3%, respectivement), (cf. figure 133). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 133 : Pourcentage d’îlots en fonction de leur taille, après cinq mois de régime ND ou HFD et trois mois de 

traitement antioxydant ou d’activité physique. 

NS ; Pourcentage de gros îlots ND versus pourcentage de gros îlots HFD (n=3), t-test. 

NS ; Pourcentage de gros îlots HFD solvant versus pourcentage de gros îlots HFD exercice (n=3), t-test. 

* : p < 0,05 ; Pourcentage de petits îlots HFD solvant versus pourcentage de petits îlots HFD exercice (n=3), t-test. 

 

 

 Immuno-marquage du pancréas à l’insuline 

L’immuno-marquage de l’insuline a été réalisé sur des coupes de pancréas d’animaux nourris 

par alimentation ND ou HFD pendant deux, trois, quatre et cinq mois, avec une supplémentation en 

EGCG ou  en PP ou avec la pratique d’une activité physique. Avant l’administration des régimes, 

les rats présentent un marquage à l’insuline correct, mis en évidence par une coloration rouge (cf. 

figure 134). 

 

 

 

 

 

Figure 134 : Photographie d'immunohistologie d'une coupe de pancréas marquée à l'insuline, de rat avant 

l'administration des régimes. 
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  Les résultats obtenus montrent qu’après deux mois de régime HFD (cf. figure 135 B), on 

n’observe pas de différence de marquage à l’insuline dans les îlots par rapport aux pancréas 

d’animaux nourris par alimentation ND (cf. figure 135 A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 135 : Photographies d'immunohistologie de coupes de pancréas marquées à l'insuline, de rats nourris par 

alimentation ND ou HFD pendant 2 mois. 

Les rats ont été nourris pendant deux mois par un régime ND (A) ou HFD (B) et les cellules produisant l’insuline 

apparaissent en rouge. 

 

Des résultats similaires sont obtenus pour des animaux nourris par l’alimentation normocalorique 

ou hypercalorique après 3 mois (cf. figure 136), 4 mois (cf. figure 137) ou 5 mois (cf. figure 138), 

bénéficiant ou non d’une supplémentation en antioxydants ou pratiquant un exercice. En effet, 

aucune différence dans le marquage n’est observée entre les groupes d’animaux ND et HFD. Les 

résultats des coupes d’immuno-marquage à l’insuline des animaux ND aux différents mois avec les 

traitements antioxydants ou l’activité physique ne sont pas présentés car ils sont identiques au 

témoin ND. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 136 : Photographies d'immunohistologie de coupes de pancréas marquées à l'insuline, de rats nourris par 

alimentation ND ou HFD pendant 3 mois et traités par des antioxydants ou l’exercice pendant un mois. 

Les rats ont été nourris pendant 3 mois par un régime ND (A) ou HFD (B). Les rats HFD ont reçu pendant un mois, de 

l’EGCG (C), des PP (D) et ont pratiqué une activité physique (E). Les cellules produisant l’insuline apparaissent en 

rouge. 
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Figure 137 : Photographies d'immunohistologie de coupes de pancréas marquées à l'insuline, de rats nourris par 

alimentation ND ou HFD pendant 4 mois et traités par des antioxydants ou l’exercice pendant 2 mois. 

Les rats ont été nourris pendant 4 mois par un régime ND (A) ou HFD (B). Les rats HFD ont reçu pendant 2 mois, de 

l’EGCG (C), des PP (D) et ont pratiqué une activité physique (E). Les cellules produisant l’insuline apparaissent en 

rouge. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 138 : Photographies d'immunohistologie de coupes de pancréas marquées à l'insuline, de rats nourris par 

alimentation ND ou HFD pendant 5 mois et traités par des antioxydants ou l’exercice pendant 3 mois. 

Les rats ont été nourris pendant 5mois par un régime ND (A) ou HFD (B). Les rats HFD ont reçu pendant 3 mois, de 

l’EGCG (C), des PP (D) et ont pratiqué une activité physique (E). Les cellules produisant l’insuline apparaissent en 

rouge. 
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f) Marquage du pancréas à la DHE 

Les coupes de pancréas des rats HFD et ND, supplémentés ou non en antioxydants ou 

pratiquant une activité physique ont été traitées à la dihydroéthidine. 

Des animaux nourris par le régime HFD pendant deux mois présentent un marquage à la DHE 

nucléaire similaire à celui des rats ND (HFD : 109,21 ± 21,86% ; ND : 100%) lors de l’analyse de la 

fluorescence d’un échantillon égal à 3 (cf. figure 139). Cependant, l’analyse qualitative de la 

fluorescence montre une augmentation de fluorescence non significative entre les rats HFD (cf. 

figure 139 B) et les rats ND (cf. figure 139 A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 139 : Quantification de la sonde DHE en % sur des coupes de pancréas de rats ND (A) ou HFD (B), après 

2 mois de régime alimentaire. 

NS ; Fluorescence ND versus fluorescence HFD, (n=3), t-test. 
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Après 3 mois de régime alimentaire HFD, une augmentation significative de l’intensité de 

fluorescence de la DHE (118,42 ± 1,77% ; p < 0,05) est observée par rapport aux rats nourris par 

l’alimentation ND (100%) ; (cf. figure 140). Cette augmentation n’est cependant pas observée sur 

les photographie du tissu des rats HFD (cf. figure 140 B) et des rats ND (cf. figure 140 A). L’apport 

des antioxydants et de l’exercice pendant un mois, sur les animaux soumis au régime ND pendant 3 

mois, ne modifie pas l’intensité de fluorescence de la DHE (EGCG : 128,30 ± 40,88% ; PP : 110,13 

± 25,14% ; exercice : 84,26 ± 31,14%) par rapport aux animaux ND solvant (100%). Chez les rats 

HFD, aucune modification significative de la fluorescence n’est observée, que ce soit de façon 

qualitative ou quantitative, pour les rats traités par l’EGCG (153,52 ± 26,09% ; cf. figure 140 C), les 

PP (146,98 ± 40,69% ; cf. figure 140 D) ou par l’exercice (exercice : 98,83 ± 26,22% ; cf. figure 

140 E), par rapport aux rats HFD solvant (118,42 ± 1,77%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 140 : Quantification de la sonde DHE en % sur des coupes de pancréas de rats nourris par alimentation 

ND ou HFD pendant 3 mois et traités par les antioxydants ou l’exercice, pendant 1 mois. 

Rats ND (A), HFD (B), HFD + EGCG (C), HFD + PP (D) et HFD + Exercice (E). 

# : p < 0,05 ; Fluorescence ND versus fluorescence HFD, (n=3), t-test. 

NS ; Fluorescence ND solvant versus fluorescence ND EGCG / PP / exercice, (n=3), t-test. 

NS ; Fluorescence HFD solvant versus fluorescence HFD EGCG / PP / exercice, (n=3), t-test. 

 

 

 

Lorsque les animaux sont soumis à un régime HFD pendant 4 mois, l’intensité de 
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(ND solvant : 100% ; HFD : 110,81 ± 42,15%) ; (cf. figure 141). Ces fluorescences quantifiées sont  

également comparables, d’un point de vue qualitatif, pour les rats HFD solvant (cf. figure141 B) et 

les rats ND solvant (cf. figure 141 A). Que les rats reçoivent de l’EGCG, des PP ou qu’ils 

pratiquent une activité physique dans les deux groupes, on n’observe pas de modification de 

fluorescence dans le tissu pancréatique de ces animaux par rapport à leur témoin solvant (ND 

EGCG : 136,41 ± 34,14% ; ND PP : 108,59 ± 17,21% ; ND exercice : 112,35 ± 16,97% ;  HFD 

EGCG : 97,49 ± 19,51% ; HFD PP : 145,29 ± 46,36% ; HFD exercice : 79,08 ± 15,02%). Ces 

résultats sont également confirmés d’un point de vue qualitatif, dans le groupe des rats HFD 

recevant le solvant (cf. figure 141 B), l’EGCG (cf. figure 141 C), les PP (cf. figure 141 D) ou 

pratiquant un exercice (cf. figure 141 E). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 141 : Quantification de la sonde DHE en % sur des coupes de pancréas de rats nourris par alimentation 

ND ou HFD pendant 4 mois et traités par les antioxydants ou l’exercice, pendant 2 mois. 

Rats ND (A), HFD (B), HFD + EGCG (C), HFD + PP (D) et HFD + Exercice (E). 

NS ; Fluorescence ND versus fluorescence HFD, (n=3), t-test. 

NS ; Fluorescence ND solvant versus fluorescence ND EGCG / PP / exercice, (n=3), t-test. 

NS ; Fluorescence HFD solvant versus fluorescence HFD EGCG / PP / exercice, (n=3), t-test. 

 

 

A la fin de l’étude, le tissu pancréatique présente une augmentation significative du marquage 

fluorescent à la DHE chez les rats HFD solvant (143,30 ± 16,16% ; p < 0,05) par rapport aux rats 

ND solvant (100%) ; (cf. figure 142). Cette différence n’est pas observée sur les photographies des 

tissus des rats ND (cf. figure 142 A) et HFD (cf. figure 142 B) Chez les rats ND, l’exercice induit 
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une augmentation significative de la fluorescence (160,42 ± 16,38% ; p < 0,01) alors que le 

traitement par les antioxydants ne semble pas modifier de façon significative cette fluorescence 

(EGCG : 98,52 ± 20,07% et PP : 186,75 ± 56,03%). Dans le cas des rats nourris par l’alimentation 

HFD, quel que soit le traitement utilisé, la fluorescence n’est pas modifiée de façon significative 

(EGCG : 124,92 ± 21,64% ; PP : 171,10 ± 67,31% ; exercice : 177,67 ± 45,69) sur une analyse 

quantitative de trois échantillons, par rapport aux rats HFD solvant (143,30 ± 16,16%). Cependant, 

les photographies présentées ci-dessous montrent que le traitement par les PP et l’exercice semblent 

induire une augmentation de la fluorescence  (cf. figure 142 D et 142 E, respectivement) par rapport 

au solvant (cf. figure 142 B) et à l’EGCG (cf. figure 142 C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 142 : Quantification de la sonde DHE en % sur des coupes de pancréas de rats nourris par alimentation 

ND ou HFD pendant 5 mois et traités par les antioxydants ou l’exercice, pendant 3 mois. 

Rats ND (A), HFD (B), HFD + EGCG (C), HFD + PP (D) et HFD + Exercice (E). 

# : p < 0,05 ; Fluorescence ND versus fluorescence HFD, (n=3), t-test. 

$$ : p < 0,01 ; Fluorescence ND solvant versus fluorescence ND EGCG / PP / exercice, (n=3), t-test. 

NS ; Fluorescence HFD solvant versus fluorescence HFD EGCG / PP / exercice, (n=3), t-test. 

 

 

g) Dosage des triglycérides 

Avant l’administration des régimes alimentaires ND ou HFD chez les rats, le taux de 

triglycérides plasmatiques a été mesuré. Celui-ci était de 0,94 ± 0,06mmol/L. 

Puis après deux mois de régimes HFD, les rats présentent un taux de triglycérides plasmatiques 

significativement augmenté (p < 0,01) à 8,5 ± 2,4mmol/L alors que celui des rats ND n’est que de 

1,6 ± 0,1mmol/L (cf. figure 143). 
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Figure 143 : Taux de triglycérides plasmatiques en mmol/L, chez des rats nourris par une alimenation ND et 

HFD pendant 2 mois. 

** : p < 0,01 ; Triglycéridémie ND (n=3) versus triglycéridémie HFD (n=4), t-test. 

 

 

Après trois mois de régime HFD, les rats recevant le solvant présentent une augmentation 

significative (p < 0,001) de la triglycéridémie plasmatique (6,2 ± 1,2mmol/L) par rapport aux rats 

ND solvant (1,3 ± 1,2mmol/L) ; (cf. figure 144). Les traitements par l’EGCG, les PP et l’exercice 

pendant un mois ne modifient pas le taux de triglycérides chez les animaux nourris par 

l’alimentation ND (EGCG : 0,5 ± 0 ,4mmol/L ; PP : 1,6 ± 1,0mmol/L ; exercice : 1,0 ± 0,5mmol/L) 

par rapport aux animaux témoins ND solvant. En revanche, seuls les PP induisent une diminution 

significative (p < 0,01)  du taux de triglycérides à 3,9 ± 0,7mmol/L chez les animaux HFD 

contrairement à l’EGCG (5,9 ± 4,2mmol/L) et à l’exercice (7,1 ± 1,7mmol/L). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 144 : Taux de triglycérides plasmatiques en mmol/L, chez des rats soumis pendant 3 mois aux régimes 

ND ou HFD et pendant 1 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

### : p < 0,001 ; Triglycéridémie ND solvant (n=5) versus triglycéridémie HFD solvant (n=4), t-test. 

NS ; Triglycéridémie ND solvant versus triglycéridémie ND EGCG / PP / Exercice, (n=5), t-test. 

** : p < 0,01 ; Triglycéridémie HFD solvant (n=4) versus triglycéridémie HFD EGCG / PP /exercice (n=5), t-test. 

 

 

Lorsque les rats sont soumis aux régimes pendant 4 mois, les résultats obtenus montrent que 

le taux de triglycérides n’est pas significativement différent entre les rats ND solvant 

(2,3 ± 0,3mmol/L) et les rats HFD solvant (2,6 ± 1,2mmol/L) ; (cf. figure 145).  
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Figure 145 : Taux de triglycérides plasmatique en mmol/L, chez des rats soumis pendant 4 mois aux régimes ND 

ou HFD et pendant 2 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

NS ; Triglycéridémie ND solvant (n=5) versus triglycéridémie HFD solvant (n=4), t-test. 

$$ : p < 0,01 ; $$$ : p < 0,001 ; Triglycéridémie ND solvant vs triglycéridémie ND EGCG / PP / Exercice, (n=5), t-test. 

NS ; Triglycéridémie HFD solvant versus triglycéridémie HFD EGCG /PP  /exercice, (n=4), t-test. 

 

L’administration des antioxydants EGCG, PP et de l’exercice pendant deux mois, induisent 

une diminution significative du taux de triglycérides plasmatiques chez les animaux ND, 

respectivement à 1,3 ± 0,3mmol/L (p < 0,01), à 1,3 ± 0,2mmol/L (p < 0,001) et à 1,2 ± 0,3mmol/L 

(p < 0,001) par rapport aux rats témoins ND solvant (2,3 ± 0,3mmol/L). En revanche, chez les 

animaux HFD, seuls l’EGCG et l’exercice semblent diminuer le taux de triglycérides plasmatiques 

respectivement à 1,7  ± 0,5mmol/L et à 1,5 ±0,2mmol/L par rapport aux témoins HFD solvant (2,6 

± 1,2mmol/L). Enfin, les PP ne modifient pas le taux de triglycérides (3,0 ± 0,9mmol/L) par rapport 

aux rats témoins HFD solvant. 

 

 

Après 5 mois de régime alimentaire, aucune modification du taux de triglycérides plasmatique 

n’est observée entre les rats ND solvant (1,6 ± 0,6mmol/L) et les rats HFD solvant 

(2,1 ± 0,4mmol/L) ; (cf. figure 146).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 146 : Taux de triglycérides plasmatique en mmol/L, chez des rats soumis pendant 5 mois aux régimes ND 

ou HFD et pendant 3 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

NS ; Triglycéridémie ND solvant versus triglycéridémie HFD solvant, (n=5), t-test. 

NS ; Triglycéridémie ND solvant versus triglycéridémie ND EGCG / PP / Exercice, (n=5), t-test. 

NS ; Triglycéridémie HFD solvant (n=4) versus triglycéridémie HFD EGCG / PP /exercice, (n=5), t-test. 
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De plus, les résultats obtenus chez les rats ND montrent que les traitements antioxydants et 

l’exercice ne diminuent pas significativement le taux de triglycérides (EGCG : 1,8 ± 0,4mmol/L ; 

PP : 1,5 ± 0,4mmol/L ; exercice : 1,1 ± 0,2mmol/L). Chez les rats HFD, les traitements et l’exercice 

ne modifient pas le taux de triglycérides (EGCG : 1,9 ± 0,3mmol/L ; PP : 1,7 ± 0,3mmol/L ; 

exercice 2,1 ± 0,3mmol/L) par rapport aux rats témoins HFD solvant (2,1 ± 0,4mmol/L). 

 

h) Dosage de la protéine C-réactive 

Avant l’administration des différents régimes, le taux de protéine C-réactive (CRP, « protein 

C-reactive ») chez les rats est de 226,16 ± 12,49mg/mL. Après deux mois de régime alimentaire, les 

animaux HFD présentent une CRP de 245,77 ± 26,44mg/mL qui n’est pas significativement 

augmentée par rapport aux animaux ND (221,55 ± 20,47mg/mL) ; (cf. figure 147).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 147 : Taux de CRP plasmatique en µg/mL, de rats soumis à un régime ND ou HFD pendant 2 mois. 

NS ; CRP des rats ND versus CRP des rats HFD, (n=3), t-test. 

 

Lorsque les animaux sont nourris par l’alimentation HFD pendant 3 mois, les rats ne 

présentent pas d’augmentation significative de la CRP (247,36 ± 10,67mg/mL) par rapport aux rats 

ND solvant (230,39 ± 24,35mg/mL) ; (cf. figure 148). Les animaux ND, qu’ils reçoivent pendant un 

mois de l’EGCG, des PP ou qu’ils pratiquent un exercice physique, ne présentent pas de variations 

significatives du taux de CRP par rapport aux rats ND solvant (230,39 ± 24,35mg/mL), qui est 

respectivement à 247,98 ± 23,42mg/mL, à 254,85 ± 8,41mg/mL et à 236,77 ± 19,34mg/mL. En 

revanche, chez les rats nourris par l’alimentation HFD, ceux recevant l’EGCG ont un taux moyen 

de CRP (205,83 ± 14,53mg/mL) qui est significativement diminué (p < 0,01) par rapport aux rats 

HFD solvant (247,36 ± 10,67mg/mL). Les PP n’ont, quant à eux, pas d’effet significatif sur la CRP 

(240,86 ± 9,87mg/mL) tandis que l’exercice semble diminuer le taux de CRP 

(222,86 ± 2,47mg/mL). 
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Figure 148 : Taux de CRP plasmatique en µg/mL, de rats soumis pendant 3 mois aux régimes ND ou HFD et 

pendant 1 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

NS ; CRP des rats ND solvant versus CRP des rats HFD solvant, (n=3), t-test. 

NS ; CRP des rats ND solvant versus CRP des rats ND EGCG / PP / Exercice, (n=3), t-test. 

** : p < 0,01 ; CRP des rats HFD solvant versus CRP des rats HFD EGCG / PP /exercice, (n=3), t-test. 

 

 

Après 4 mois de régime alimentaire, les rats HFD solvant ont une CRP de 

244,87 ± 20,16mg/mL, qui est similaire à celle des rats nourris par l’alimentation ND et recevant le 

solvant (239,26 ± 18,15mg/mL) ; (cf. figure 149). Chez les rats ND, un traitement par de l’EGCG, 

des PP ou l’activité physique, pendant 2 mois, n’induit pas de modification du taux de CRP chez 

ces animaux (EGCG : 200,43 ± 24,79mg/mL ; PP : 216,11 ± 27,69mg/mL ; exercice : 

231,45 ± 13,19mg/mL). Aucune variation notable n’est également observée chez les animaux HFD 

qu’ils reçoivent de l’EGCG (237,34 ± 15,12mg/mL), des PP (248,71 ± 7,98mg/mL) ou qu’ils 

fassent de l’exercice (224,95 ± 33,28mg/mL) par rapport aux rats HFD solvant. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 149 : Taux de CRP plasmatique en µg/mL,  de rats soumis pendant 4 mois aux régimes ND ou HFD et 

pendant 2 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

NS ; CRP des rats ND solvant versus CRP des rats HFD solvant, (n=3), t-test. 

NS ; CRP des rats ND solvant versus CRP des rats ND EGCG / PP / Exercice, (n=3), t-test. 

NS ; CRP des rats HFD solvant versus CRP des rats HFD EGCG / PP /exercice, (n=3), t-test. 
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Lorsque les rats reçoivent l’alimentation HFD pendant 5 mois, et le solvant pendant 3 mois, 

leur taux moyen de CRP (224,95 ± 17,64mg/mL) n’est pas différent de celui des rats ND solvant 

(221,96 ± 20,97mg/mL) ; (cf. figure 150). Les animaux ND recevant l’EGCG, les PP ou faisant de 

l’exercice ne présentent pas non plus de modification de leur taux de CRP par rapport aux rats ND 

solvant qui est de 221,96 ± 20,97mg/mL (EGCG : 229,45 ± 32,14mg/mL ; PP : 

222,04 ± 20,72mg/mL ; exercice : 217,79 ± 30,45mg/mL). Le même constat est également fait chez 

les rats HFD (EGCG : 241,88 ± 11,78mg/mL ; PP : 234,89 ± 13,35mg/mL ; exercice : 

243,93 ± 10,73mg/mL) par rapport aux rats HFD solvant. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 150 : Taux de CRP plasmatique en µg/mL, de rats soumis pendant 5 mois aux régimes ND ou HFD et 

pendant 3 mois aux antioxydants ou à l’exercice. 

NS ; CRP des rats ND solvant versus CRP des rats HFD solvant, (n=3), t-test. 

NS ; CRP des rats ND solvant versus CRP des rats ND EGCG / PP / Exercice, (n=3), t-test. 

NS ; CRP des rats HFD solvant versus CRP des rats HFD EGCG / PP /exercice, (n=3), t-test. 

 

 

3. Complications cardiovasculaires : dépôt de plaques d’athérome dans l’aorte 

Après 2 mois de régime alimentaire ND ou HFD, nous avons voulu voir si des plaques de 

lipides se déposaient dans les vaisseaux de nos animaux, en particulier chez les rats HFD, par 

coloration des aortes au rouge Sudan IV. Les rats ND ne présentent pas de plaques d’athérome dans 

l’aorte, ce qui est caractérisé par l’absence de plaque rouge. Les animaux nourris par le régime HFD 

ne présentent pas non plus de plaques rouges (cf. figure 151). 
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Figure 151 : Photographies d'aortes colorées au rouge Sudan IV, de rats nourris pendant 2 mois par les régimes 

ND ou HFD. 

Les photographies ont été prises directement sur la boite de Pétri gélosée (ND : A et 

HFD : B) ou sous loupe binoculaire (ND : C et HFD : D). 

 

 

 

Après  5 mois de régime alimentaire, les rats soumis au régime HFD ne présentent pas de plaques 

rouges dans les aortes comme les rats ND (cf. figure 152). De plus, des résultats similaires sont 

observés pour les temps d’étude intermédiaires. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 152 : Photographies d'aortes colorées au rouge Sudan IV, de rats nourris pendant 5 mois par les régimes 

ND (gauche) ou HFD (droite). 
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4. Complication hépatique 

a) Étude de la masse des foies 

  Après chaque sacrifice, les foies des rats ont été pesés et rapportés à la masse de l’animal. 

Les rats nourris par l’alimentation HFD pendant deux mois ont la même masse du foie (3,9 ± 0,7%) 

que les rats nourris par l’alimentation ND (4,0 ± 0,4%) ; (cf. figure 153). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 153 : Masse du foie total rapportée à la masse des rats soumis à un régime ND ou HFD pendant 2 mois. 

NS ; % de masse du foie de rat ND (n=5) % de masse du foie de rat HFD (n=4), t-test. 

 

 

En revanche, après trois mois de régime hypercalorique ou normocalorique, la masse de foie 

des rats HFD est augmentée de façon significative à 3,7 ± 0,4% (p < 0,05) par rapport au témoin 

ND dont la masse n’est que de 3,0 ± 0,2% (cf. figure 154). Les antioxydants et l’activité physique 

n’ont pas d’incidence sur la masse du foie chez les animaux témoins ND. En revanche, les 

polyphénols augmentent de façon significative la masse du foie des animaux HFD (3,6 ± 0,1% ; p < 

0,001) par rapport aux animaux témoins ND + PP (3,0 ± 0,1%). L’exercice quand à lui, diminue 

significativement la masse du foie des animaux HFD qui n’est plus que de 3,2 ± 0,2% par rapport 

aux animaux HFD ne recevant que le solvant (3,7 ± 0,4%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 154 : Masse du foie total rapportée à la masse des rats soumis à un régime ND ou HFD pendant 3 mois et 

à un traitement par des antioxydants ou la pratique d’un exercice physique pendant un mois. 

* : p < 0,05 ; Masse du foie de rat ND solvant versus masse du foie de rat HFD solvant (n=5), t-test. 

*** : p < 0,001 ; Masse du foie de rat ND + PP versus masse du foie de rat HFD + PP (n=5), t-test. 

# : p < 0,05 ; Masse du foie de rat HFD solvant versus masse du foie de rat HFD + Exercice (n=5), t-test. 
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Lorsque les animaux sont soumis à 4 mois de régime alimentaire ND ou HFD, la masse du 

foie total mesurée lors du sacrifice est significativement augmentée chez les animaux HFD  solvant 

(3,5 ± 0,2% ; p < 0,05) alors qu’elle n’est que de 3,1 ± 0,2% chez les animaux témoins ND solvant 

(cf. figure 155).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 155 : Masse du foie total rapportée à la masse des rats soumis à un régime ND ou HFD pendant 4 mois et 

à un traitement par des antioxydants ou la pratique d’un exercice physique pendant 2 mois. 

* : p < 0,05 ; Masse du foie de rat ND solvant versus masse du foie de rat HFD solvant (n=5), t-test. 

* : p < 0,05 ; Masse du foie de rat ND + Exercice versus masse du foie de rat HFD + exercice (n=5), t-test. 

NS ; Masse du foie de rat HFD solvant versus masse du foie de rat HFD EGCG / PP / exercice (n=5), t-test. 

 

Les antioxydants utilisés ne modifient pas la masse du foie des animaux ND solvant et HFD 

solvant, mais une augmentation significative de la masse du foie des rats soumis au régime 

hypercalorique et à l’exercice est observée (3,5 ± 0,4% ; p < 0,05) par rapport aux rats ND soumis à 

ce même exercice (3,0 ± 0,2%). 

 

 A la fin de l’étude, les animaux ne présentent pas de modification de leur masse du foie 

qu’ils soient soumis à un régime ND ou HFD, en présence ou non d’antioxydants, pratiquant ou non 

une activité physique (cf. figure 156). En effet, celle-ci représente environ 3% de la masse totale de 

chaque rat. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 156 : Masse du foie total rapportée à la masse des rats soumis à un régime ND ou HFD pendant 5 mois et 

à un traitement par des antioxydants ou la pratique d’un exercice physique pendant 3 mois. 

NS ; (n=5), t-test. 
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b) Étude histologique par la coloration Hématoxyline / Éosine 

L’étude histologique du foie a été réalisée par la coloration HE et la stéatose est évaluée par le 

système de score défini par Kleiner et al. (2005). 

Au début de l’étude, avant l’administration des régimes alimentaires, les hépatocytes des rats 

ne présentent pas de gouttelettes de lipides (cf. figure 157). Le score de stéatose est de 0. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 157 : Photographies de coupes histologiques du foie de rats avant l'administration des régimes. 

 

 

Les animaux suivant le régime ND pendant deux mois ne présentent pas de stéatose (cf. figure 

158 A) contrairement aux animaux nourris par le régime HFD (cf. figure 158 B). Cette stéatose 

représente entre 33 et 66% du tissu ce qui correspond à un score de 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 158 : Photographies de coupes histologiques de foie de rats colorées à la HE soumis aux régimes ND ou 

HFD pendant 2 mois. 

Les rats ont été nourris par alimentation ND (A) ou HFD (B) pendant deux mois. 

 

 

Après 3 mois de régime alimentaire ND, les animaux ne présentent pas de stéatose hépatique 

(cf. figure 159 A), de même que les animaux ND recevant soit l’EGCG, soit les polyphénols de vin 

rouge, ou pratiquant une activité physique quotidienne (résultats non montrés) pendant un mois. 

Cependant, les animaux recevant l’alimentation HFD montrent des gonflements des hépatocytes, 

donc de la stéatose sur plus de 2/3 de la lame soit un score de stéatose de 3 (cf. figure 159 B). Le 

traitement par de l’EGCG pendant un mois chez les animaux HFD ne modifie pas l’aspect 

histologique du tissu hépatique, les hépatocytes sont gonflés et présentent des vacuoles de lipides. 
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Le résultat est similaire à ce qui a été obtenu pour le tissu hépatique de rats soumis au régime HFD 

témoin (solvant), le score pour cette coupe étant de 3 (cf. figure 159 C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 159 : Photographies de coupes de foie de rats colorées à la HE et nourris par alimentation ND ou HFD 

pendant 3 mois et ayant reçu des antioxydants ou pratiquant une activité physique pendant un mois. 

Les rats ont été nourris pendant 3 mois au régime ND (A) ou HFD (B), et ces derniers ont reçu pendant un mois, de 

l’EGCG (C), des PP (D) ou ont pratiqué un exercice (E). 

 

Lorsque les animaux reçoivent des polyphénols de vin rouge pendant un mois en plus de 

l’alimentation HFD, le tissu présente de rares gonflements d’hépatocytes, la stéatose est présente 

mais dans une proportion comprise entre 5 et 33% (score 1) ; (cf. figure 159 D). Un résultat 

similaire est obtenu pour les animaux pratiquant une activité physique avec un régime HFD, la 

stéatose est fortement réduite (entre 5 et 33%) et correspond à un score de 1 (cf. figure 159 F). 

 

 

Lorsque les animaux sont soumis à 4 mois de régime ND, la stéatose est absente (score 0) et 

les hépatocytes sont d’un point de vue histologique normaux (cf. figure 160 A). En revanche, 

lorsqu’ils sont nourris par l’alimentation HFD, plus de 66% de stéatose est présente dans le tissu 

hépatique, ce qui correspond à un score de 3 (cf. figure 160 B). Les animaux ND recevant les 

antioxydants ou faisant de l’exercice pendant 2 mois, ne présentent pas de modifications du tissu 

hépatique par rapport aux rats témoins ND solvant (résultats non montrés). Lorsque ce sont les rats 

HFD qui reçoivent les antioxydants ou qui pratiquent l’exercice physique, aucune différence n’est 

observée dans le tissu hépatique par rapport à celui des rats HFD témoins solvant (cf. figure 160 B). 

Les hépatocytes apparaissent gonflés avec des vacuoles de lipides que ce soit en présence d’EGCG 
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(cf. figure 160 C), de PP (cf. figure 160 D) ou d’exercice (cf. figure 160 E). Pour ces trois 

conditions, le score de stéatose est de 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 160 : Photographies de coupes de foie de rats colorées à la HE et nourris par alimentation ND ou HFD 

pendant 4 mois et ayant reçu des antioxydants ou pratiquant une activité physique pendant 2 mois. 

Les rats ont été nourris pendant 4 mois au régime ND (A) ou HFD (B), et ces derniers ont reçu pendant 2 mois, de 

l’EGCG (C), des PP (D) ou ont pratiqué un exercice (E). 

 

 

 

Lorsque les animaux sont soumis à 5 mois de régime ND, aucune stéatose n’est visible pour 

les animaux de ce groupe (cf. figure 161 A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 161 : Photographies de coupes de foie de rats colorées à la HE et nourris par alimentation ND ou HFD 

pendant 5 mois et ayant reçu des antioxydants ou pratiquant une activité physique pendant 3 mois. 

Les rats ont été nourris pendant 5 mois au régime ND (A) ou HFD (B), et ces derniers ont reçu pendant 3 mois, de 

l’EGCG (C), des PP (D) ou ont pratiqué un exercice (E). 
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Des résultats similaires sont observés pour les animaux ND traités par l’EGCG, les PP ou 

pratiquant une activité physique par rapport aux rats ND solvant (résultats non montrés). 

Cependant, lorsque les animaux sont soumis au régime HFD, la stéatose est présente à plus de 66% 

sur la lame (cf. figure 161 B). Les différents traitements (EGCG et PP) ainsi que l’exercice, n’ont 

aucun effet sur le développement de la stéatose (cf. figure 161 C, D et E) par rapport aux rats HFD 

solvant ; le score de stéatose pour ces trois conditions est de 3.  

 

Récapitulatifs des scores de stéatose obtenus au cours de l’étude :  

 

Au cours de l’étude, les rats ND ne développent pas de stéatose, au contraire des rats HFD, 

dont le score de stéatose est de 2, après 2 mois de régime hypercalorique (cf. figure 162). Cette 

stéatose évolue et devient diffuse sur tout le tissu hépatique après 3 mois de régime, pour atteindre 

un score de 3. 

 

Temps du régime 

alimentaire 
0 mois 2 mois 3 mois 4 mois 5 mois 

Temps Antioxydants / 

exercice 
/ / 1 mois 2 mois 3 mois 

ND + eau / solvant 0 0 0 0 0 

ND + EGCG / / 0 0 0 

ND + PP / / 0 0 0 

ND + Exercice / / 0 0 0 

HFD + eau / solvant / 2 3 3 3 

HFD + EGCG / / 3 3 3 

HFD + PP / / 1 3 3 

HFD + Exercice / / 1 3 3 

 

Figure 162 : Scores de stéatose hépatique obtenus chez les rats au cours de l'étude. 
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c) Marquage du foie à la DHE 

L’évaluation du stress oxydant dans le foie a été réalisée par la sonde DHE. Les résultats 

montrent que les rats soumis au régime HFD pendant 2 mois, présentent une fluorescence rougeâtre 

des noyaux à la DHE (111,50 ± 38,48%) similaire à celle des rats ND (100%) ; (cf. figure 163). Des 

différences visuelles existent entre les marquages du pancréas des rats HFD (cf. figure 163 B) et des 

rats ND (cf. figure 163 A). Cependant, ces différences ne sont pas significatives lors de l’analyse de 

fluorescence sur un nombre d’échantillon égal à 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 163 : Quantification de la sonde DHE en % sur des coupes de foie de rats nourris par alimentation ND 

(A) ou HFD (B) pendant 2 mois. 

NS ; Fluorescence ND versus fluorescence HFD, (n=3), t-test. 
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Lorsque les animaux reçoivent pendant 3 mois l’alimentation HFD, l’intensité de fluorescence 

de la DHE (95,89 ± 14,80%) est similaire à celle des rats ND solvant (100%) ; (cf. figure 164). Le 

traitement des animaux ND par les antioxydants ne modifie pas de façon significative la 

fluorescence (EGCG : 94,98 ± 16,77% ; PP : 121,06 ± 22,74%) par rapport aux rats ND solvant. En 

revanche, l’exercice induit une augmentation significative de la fluorescence (147,99 ± 24,70% ; 

p < 0,05) par rapport au rats ND solvant. Dans le groupe de rats nourris par l’alimentation HFD, 

quel que soit le traitement administré, l’analyse de la fluorescence des hépatocytes de ces animaux 

ne donne pas de résultats significativement différents de ceux obtenus pour les rats HFD solvant 

(EGCG : 158,61 ± 49,27% ; PP : 100,87 ± 7,04% ; exercice : 146,78 ± 78,53%). D’un point de vue 

qualitatif, les PP semblent diminuer la fluorescence (cf. figure 164 D) par rapport aux rats HFD 

solvant (cf. figure 164 B). L’EGCG et l’exercice semblent au contraire augmenter la fluorescence 

du tissu  (cf. figure 164 C et E, respectivement). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 164 : Quantification de la sonde DHE en % sur des coupes de foie de rats nourris par alimentation ND ou 

HFD pendant 3 mois et traités par les antioxydants ou l’exercice, pendant 1 mois. 

Rats ND (A), HFD (B), HFD + EGCG (C), HFD + PP (D) et HFD + Exercice (E). 

NS ; Fluorescence ND versus fluorescence HFD, (n=3), t-test. 

$ : p < 0,05 ; Fluorescence ND solvant versus fluorescence ND EGCG / PP / exercice, (n=3), t-test. 

NS ; Fluorescence HFD solvant versus fluorescence HFD EGCG / PP / exercice, (n=3), t-test. 
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Après 4 mois de régime HFD, l’intensité de fluorescence de la DHE (103,43 ± 26,92%) est 

similaire à celle des rats ND (100%) ; (cf. figure 165, 165 B et A, respectivement). Dans le groupe 

des rats ND, l’exercice physique induit une augmentation significative de la fluorescence  

(165,24 ± 36,59%) par rapport aux rats ND solvant alors que les antioxydants ne modifient pas de 

façon significative cette fluorescence (EGCG : 132,08 ± 22,15% ; PP : 161,93 ± 51,04%). Chez les 

rats HFD, aucun des traitements utilisés ne semble modifier la fluorescence observée dans le tissu 

hépatique (EGCG : 10,7, 69 ± 35,74% ; PP : 83,18 ± 20,64% ; exercice : 94,28 ± 7,08%) par 

rapport aux rats HFD solvant (103,43 ± 26,92%). En revanche, d’un point de vue qualitatif, les 

photographie semble montrer une diminution de la fluorescence du tissu en présence de PP (cf. 

figure 165 D) contrairement au traitement par l’EGCG (cf. figure 165 C) et par l’exercice (cf. figure 

165 E). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 165 : Quantification de la sonde DHE en % sur des coupes de foie de rats nourris par alimentation ND ou 

HFD pendant 4 mois et traités par les antioxydants ou l’exercice, pendant 2 mois. 

Rats ND (A), HFD (B), HFD + EGCG (C), HFD + PP (D) et HFD + Exercice (E). 

NS ; Fluorescence ND versus fluorescence HFD, (n=3), t-test. 

$ : p < 0,05 ; Fluorescence ND solvant versus fluorescence ND EGCG / PP / exercice, (n=3), t-test. 

NS ; Fluorescence HFD solvant versus fluorescence HFD EGCG / PP / exercice, (n=3), t-test. 
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A la fin de l’étude, après 5 mois de régime HFD, les rats ne présentent pas de modification 

significative de la fluorescence due à la DHE dans les hépatocytes (92,12 ± 20,33%) par rapport aux 

rats ND (100%) ; (cf. figure 166). De plus, dans le groupe ND, le traitement par les PP augmente 

significativement la fluorescence (134,21 ± 8,83%) par rapport aux rats ND solvant. L’exercice et 

l’EGCG n’ont pas d’effet sur celle-ci. Enfin, chez les rats HFD, aucun traitement n’induit de 

modification de fluorescence des hépatocytes des rats de ces groupes (EGCG : 115,06 ± 25,23% ; 

PP : 102,61 ± 21,87% ; exercice : 76,87 ± 12,86) par rapport au solvant (92,12 ± 20,33%). Ces 

données sont en accord avec ce qui a été observé d’un point de vue qualitatif : que les rats HFD 

reçoivent le solvant (cf. figure 166 B), l’EGCG (cf. figure 166 C), les PP (cf. figure 166 D) ou 

pratiquent une activité (cf. figure 166 E), la fluorescence ne semble pas modifiée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 166 : Quantification de la sonde DHE en % sur des coupes de foie de rats nourris par alimentation ND ou 

HFD pendant 5 mois et traités par les antioxydants ou l’exercice, pendant 3 mois. 

NS ; Fluorescence ND versus fluorescence HFD, (n=3), t-test. 

$$ : p < 0,01 ; Fluorescence ND solvant versus fluorescence ND EGCG / PP / exercice, (n=3), t-test. 

NS ; Fluorescence HFD solvant versus fluorescence HFD EGCG / PP / exercice, (n=3), t-test. 
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Discussion in vitro 

 

Les résultats de viabilité des cellules RINm5F obtenus en présence de trois 

molécules chimiques différentes et mesurés par la technique du Cell Titer, ont permis d’établir trois 

modèles distincts de stress oxydant sur les cellules β de rat. Ainsi, que l’apport de molécules 

oxydantes soit direct comme avec le peroxyde d’hydrogène H2O2 ou l’anion superoxyde généré par 

le couple enzyme Ŕ substrat hypoxanthine / xanthine oxydase, ou que la génération d’entité 

oxydante au niveau mitochondrial soit induite par l’ajout d’un composé comme la streptozotocine 

(antibiotique et anticancéreux), des pertes de viabilité importantes ont été mises en évidence sur les 

cellules RINm5F à des concentrations et des temps d’incubation différents.  

Ainsi, le premier modèle de stress oxydant a été défini par l’ajout de 40µmol/L de peroxyde 

d’hydrogène pendant 30 minutes sur les cellules β pancréatiques de rat RINm5F. Sur un autre 

modèle de cellules β de rat (INS-1), Lee et al. (2008) ont utilisé une dose plus forte, soit 200µmol/L 

de peroxyde d’hydrogène pendant deux heures pour obtenir une mort cellulaire similaire à ce que 

nous avons obtenu. De même que Kimoto et al. (2003) ont induit une perte de viabilité de cellules β 

de souris (MIN-6) de 30% environ, en incubant les cellules pendant six heures avec 150µmol/L 

alors que Rasilainen et al. (2002) ont obtenu des résultats similaires aux nôtres pour des doses de 50 

et 100µmol/L de peroxyde d’hydrogène pendant une heure. Ces données semblent souligner 

l’extrême sensibilité des RINm5F au peroxyde d’hydrogène pour des doses et des temps 

d’incubation variables. Le second modèle de stress oxydant est défini par 25mmol/L de STZ, 

pendant deux heures. Les données de la littérature ont montré que sur les RINm5F, d’autres 

conditions de stress avec des doses plus faibles (5 et 10mmol/L) sur des temps plus long (24 

heures), induisaient une perte de viabilité similaire à ce que nous avons obtenus (Latha et al., 2004 ; 

Kang et al., 2007). Enfin, le troisième modèle de stress oxydant mis en place est induit par 

0,25mmol/L d’HX couplée à 10mU/mL de XO, pendant une heure. Moriscot et al. (2003) ont 

utilisé des concentrations similaires en HX et XO pour induire un stress oxydant sur les cellules 

INS-1. Ces résultats sont également en accord avec ceux obtenus par Tiedge et al. (1998). 

 

Par ailleurs, cinq antioxydants, extraits ou molécules synthétiques, ont été choisis 

afin d’étudier leur effet sur les cellules RINm5F. Le choix des molécules antioxydantes s’est porté 

sur : un extrait de polyphénols de vin rouge de Corbières (AOC), l’épigallocatéchine gallate, 

composé majeur du thé vert, le resvératrol trans et son stéréoisomère cis, et la procyanidine B2. A 

faible concentration, les cinq antioxydants ont un effet positif sur la prolifération des cellules et/ou 
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sur l’activité mitochondriale des cellules RINm5F. En effet, une augmentation de la viabilité des 

cellules a été observée pour les PP jusqu’à 200µg/mL et pour le Rt et le Rc jusqu’à 200µmol/L. 

Kristl et al. (2009) ont montré qu’avec de faibles concentrations en resvératrol, les capacités 

antioxydantes de cellules HEK293 étaient améliorées. En effet, au-delà de ces concentrations, une 

perte de viabilité significative a été observée pouvant aller jusqu’à 80% de perte des cellules. A ces 

fortes doses, les molécules sont devenues pro-oxydantes, ce qui souligne le postulat que tout 

antioxydant ou molécule peut devenir pro-oxydant ou toxique si les doses utilisées sont trop 

importantes. Ainsi, des études ont montré que certaines vitamines antioxydantes ou des polyphénols 

pouvaient avoir des effets pro-oxydants. Chedea et al. (2010) ont souligné l’effet pro-oxydant d’un 

extrait de pépin de raisin en fonction de la dose et de la durée de l’étude. D’autre part, Frankel et al., 

(1997) ont démontré que de fortes concentrations en extrait de thé vert induisaient une pro-

oxydation. Enfin, les résultats de Barbehenn et al. (2005) sur le tractus digestif de certains insectes, 

montrent qu’en présence de métaux de transition non absorbés et de hautes concentrations en 

phénols ingérés, des effets pro-oxydants sont induits. Cependant, pour la procyanidine B2 et 

l’EGCG du thé vert, aucune perte de viabilité n’a été démontrée dans notre étude. Pourtant, Suh et 

al. (2010) ont montré que des concentrations en EGCG comprises entre 5 et 100µmol/L (2,3µg/mL 

et 45,8µg/mL) induisaient une perte de viabilité sur une lignée de cellules β de hamster (HIT-T15). 

Yin et al. (2009) ont également montré l’effet pro-oxydant toxique de l’EGCG sur des cellules 

neuronales après douze heures d’incubation de la molécule à 100µmol/L. De même pour la 

procyanidine B2 qui est utilisée à des doses beaucoup plus faibles que celles utilisées dans notre 

étude. En effet, Cho et al. (2009) ont montré que la procyanidine B2 à faible concentration 

protégeait de l’apoptose et du stress oxydant induit par le 4-HNE (4-Hydroxynonenal), un lipide 

peroxydé, sur des cellules nerveuses PC12. Il semblerait que les RINm5F soient tolérantes ou 

résistantes à ces deux molécules, même à fortes concentrations, contrairement aux autres lignées 

citées. 

 

Après avoir déterminé les gammes de concentration en antioxydants à utiliser, 

l’étude du pouvoir antioxydant des molécules a été réalisée sur les RINm5F. L’étude des cinq 

molécules antioxydantes sur les trois modèles de stress établis a démontré d’une part, l’effet 

préventif majeur de l’extrait de polyphénols de vin rouge et de l’extrait de thé vert (EGCG) sur la 

viabilité des cellules RINm5F ; et d’autre part, un effet moindre des trois autres antioxydants testés : 

le resvératrol cis et trans et la procyanidine B2. Les extraits de polyphénols utilisés contiennent déjà 

du resvératrol (cis et trans) et de la procyanidine, mais c’est la diversité et la richesse du mélange 

qui montre des effets plus importants sur les cellules. Ces données sont en accord avec la littérature 

car, dans l’athérosclérose, Khan et al. (2002) ont montré qu’un extrait de polyphénols de vin rouge 
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pouvait réduire le développement de cette pathologie de façon plus importante que les autres 

antioxydants du vin rouge testés seuls (anthocyanines, catéchines, resvératrol et quercétine). De 

plus, en 2000, Tedesco et al. ont montré qu’un extrait de vin rouge vieilli en fût de chêne avait un 

effet protecteur plus important que le resvératrol et la quercétine, lorsque des globules rouges 

étaient soumis à un stress oxydant par le peroxyde d’hydrogène. Cela souligne le fait que les 

différents éléments d’un extrait peuvent produire des effets qui ne sont pas nécessairement des 

propriétés des composants seuls et que les différentes classes de polyphénols ou molécules d’une 

même classe peuvent agir en synergie pour exercer un effet plus important. Cependant, dans le cas 

de l’extrait de thé vert, le contraire est observé. En effet, l’extrait utilisé est pur et contient l’EGCG, 

qui a démontré des effets majeurs voire supérieurs à ceux de l’extrait de PP. Dans ce cas-ci, l’effet 

bénéfique observé est uniquement du à l’EGCG. Tinahones et al. (2008) ont observé des 

modifications des fonctions vasculaires et une diminution de l’oxydation du sérum, chez des 

femmes ayant consommé un extrait de thé vert contenant 72% d’EGCG et 5-10% de caféine. Dans 

cette étude, il a été établi que l’effet observé était uniquement du à l’EGCG. Le rôle important des 

catéchines seules et en particuliers de l’EGCG a également été souligné par Coyle et al. (2008). 

Dans leur étude, aucun effet protecteur d’un extrait de thé vert n’a été observé sur une lignée 

cellulaire de la vessie stressée par le peroxyde d’hydrogène, contrairement aux catéchines seules et 

notamment l’EGCG. Ces données soulignent la complexité de molécules et d’actions, qui peut 

exister dans un extrait : tantôt l’extrait total a plus d’effets que les molécules isolées de l’extrait, 

tantôt, une molécule est biologiquement plus efficace que l’extrait total. 

Dès lors, pour la poursuite de l’étude, nous avons choisi de ne garder que les deux extraits au 

fonctionnement, semble-t-il, opposé : les extraits de PP de vin rouge Corbières et l’EGCG du thé 

vert.  

 

La prévention de la perte de viabilité observée avec les antioxydants en présence des 

molécules induisant un stress a été déterminée par le test de viabilité au Cell Titer. Celui-ci reposant 

sur la mesure de l’activité de l’enzyme déshydrogénase mitochondriale, nous avons voulu confirmer 

les résultats de viabilité par mesure de l’apoptose des cellules RINm5F en présence de molécules 

induisant un stress et/ou des antioxydants. La mesure de l’apoptose est basée sur l’externalisation 

des phosphatidylsérine et la fixation de l’annexineV couplée à un fluorophore (PE). Cela devait 

permettre de mettre en évidence de l’apoptose en présence de stress, et une diminution de celle-ci 

en présence des antioxydants. Les résultats obtenus sur les différents modèles de stress mis en place 

ne sont pas ceux attendus, car nous n’avons pas pu mettre en évidence de l’apoptose, quelques 

soient les conditions. Dès lors, nous nous sommes intéressés à une autre technique pour mettre en 

évidence l’apoptose des cellules. Celle-ci repose sur la mise en évidence d’un processus apoptotique 
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à l’aide de l’activation des caspases pro-apoptotiques initiatrices que sont les caspases 8 et 9, au 

contraire des caspases effectrices que sont les caspases 3 et 7. La caspase 8 est normalement activée 

par liaison d’un ligand au récepteur de la cellule β (voie extrinsèque). Cette caspase active par la 

suite la caspase 3 effectrice de l’apoptose. En revanche, la caspase 9 est recrutée et activée par un 

complexe, l’apoptosome, lui-même induit par un stress cytotoxique (voie intrinsèque). Son 

activation déclenche également l’activation de la caspase 3. Dans le cadre de l’étude, nous nous 

sommes donc intéressés aux deux caspases (8 et 9). Les résultats préliminaires indiquent que le 

peroxyde d’hydrogène augmente le clivage de la caspase 8 et particulièrement de la 9. La présence 

des antioxydants semble réduire le clivage des 2 caspases, ce qui souligne une diminution de 

l’apoptose en présence des antioxydants EGCG et PP. En accord avec ces résultats, Zuo et al. 

(2009) ont induit un stress oxydant sur des cellules HeLa par du peroxyde d’hydrogène et ont 

observé une augmentation du clivage de la caspase 9. D’autre part, Yao et al. (2008) ont observé 

une diminution du clivage de la caspase 9 induit par le peroxyde d’hydrogène après traitement des 

cellules du cristallin humain par de l’EGCG. 

 Ces résultats montrent que l’’intérêt devra tout particulièrement se porter sur cette caspase 

9, car c’est la voie privilégiée pour induire l’apoptose par des stress cyto-chimiques exogènes. Tous 

ces résultats d’intérêt doivent être confirmés par des expérimentations supplémentaires.  

 

Ayant constaté un effet sur la viabilité ou l’activité mitochondriale des antioxydants 

sur les cellules RINm5F en présence de molécules induisant un stress oxydant, nous avons ensuite 

quantifié ce stress à l’aide d’un marqueur DCFH-DA. Celui-ci est réduit en un composé fluorescent 

en présence de peroxyde d’hydrogène intracellulaire. En présence d’H2O2, de STZ ou d’HX-XO, les 

cellules RINm5F produisent une plus grande quantité de peroxyde d’hydrogène intracellulaire. 

Lorsqu’elles sont soumises à une pré-incubation par les PP, des différences de réponses 

apparaissent en fonction du modèle de stress. Ainsi, lors d’un stress induit par le peroxyde 

d’hydrogène, la présence des PP augmente la production du peroxyde d’hydrogène intracellulaire 

tandis que dans le modèle de stress induit par la STZ, ils ne modifient pas cette production. En 

revanche, dans le cas du modèle de stress induit par HX-XO, la quantité d’H2O2 produite est 

diminuée en présence des PP et du stress. Cela souligne qu’en fonction de l’entité chimique générée 

par le stress sur les cellules RINm5F, la production d’H2O2 intracellulaire est différente. 

L’hypothèse émise est que les PP joueraient un rôle de scavenger des entités oxydantes et 

particulièrement de l’anion superoxyde exogène généré par le couple HX-XO, ce qui empêcherait 

d’augmenter la production d’H2O2 intracellulaire due au stress. Cano et al. (2002) ont montré que 

différents polyphénols exercent une activité de scavenger vis-à-vis des anions superoxydes, ce qui a 

été confirmé par Roussis et al., qui ont démontré qu’un extrait total de vin rouge grec (Xinomavro) 
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avait une capacité « scavenger » importante pour le radical hydroxyle et l’anion superoxyde. En ce 

qui concerne l’EGCG, quel que soit le modèle de stress mis en place, elle permet de diminuer la 

production intracellulaire d’H2O2 due au stress. Ramadass et al. (2003) ont également montré que 

l’EGCG et la quercétine (polyphénols du vin rouge) sont capables de prévenir l’augmentation de la 

production intracellulaire d’H2O2, induite soit par du peroxyde d’hydrogène, soit par du 

polychlorobiphényles sur des cellules endothéliales. Cependant, Yang et al., 2000 ont démontré que 

l’EGCG est une source de peroxyde d’hydrogène intracellulaire dans les cellules de l’épithélium 

bronchique. Cette diminution de la production d’H2O2 intracellulaire observée dans notre étude 

pourrait être liée à l’effet scavenger de l’EGCG pour le peroxyde d’hydrogène (Tian et al., 2007) et 

plus particulièrement des catéchines du thé vert sur l’anion superoxyde (Nakagawa and Yokozawa 

(2002). 

 

Sachant que les molécules induisent un stress et que les antioxydants modulent à la 

fois la viabilité cellulaire et l’apoptose, l’étude s’est poursuivie sur l’analyse des défenses 

antioxydantes des cellules RINm5F face au stress oxydant. Dans un premier temps, l’expression des 

gènes du stress oxydant a été étudiée par PCR arrays, que ce soit des gènes impliqués dans les 

défenses antioxydantes, le métabolisme des ROS ou dans les transporteurs de l’oxygène. Les 

résultats ont montré des différences d’expression de nombreux gènes dont notamment ceux des 

enzymes antioxydantes catalase et superoxyde dismutase. En effet, en présence d’HX et de XO, 

l’expression génique de la catalase est fortement augmentée alors qu’en présence de PP, cette 

expression est fortement diminuée. Dans le cas des enzymes superoxyde dismutase, les trois formes 

(soluble, mitochondriale et extracellulaire) sont toutes sous-exprimées en présence d’un stress 

oxydant et l’apport d’antioxydant comme les PP permet d’augmenter leur expression. A notre 

connaissance, ce screening des gènes du stress oxydant par PCR array, sur les RINm5F, est le 

premier réalisé dans ce modèle.  

Dans un second temps, nous nous sommes focalisés sur l’étude de l’expression protéique de 

deux enzymes antioxydantes CAT et SOD à Mn, car cette dernière est présente dans la 

mitochondrie qui est une source de ROS. Sur les trois modèles de stress oxydant, l’expression des 

deux enzymes est très différente. L’expression de la CAT est globalement augmentée en présence 

des stress excepté pour celui induit par le peroxyde d’hydrogène ; alors que celle de la SOD n’est 

pas modifiée dans le cas des stress au peroxyde d’hydrogène et de l’hypoxanthine/xanthine 

oxydase ; elle est diminuée dans le cas d’un stress induit par la STZ. Ces données sont confirmées 

par Kang et al. (2009). Par contre, on a pu observer qu’un traitement par les PP n’a un effet que sur 

le modèle de stress par le peroxyde d’hydrogène où l’expression de la CAT est restaurée tandis que 
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celle de la SOD est diminuée. Dans les deux autres conditions de stress, les PP n’ont en revanche 

pas d’effet, alors que l’EGCG augmente l’expression des deux enzymes (cf. figure 167). 

 

 

Stress H2O2 STZ HX - XO 

 - PP EGCG - PP EGCG - PP EGCG 

CAT          

SOD          

 

Figure 167 : Tableau récapitulatif de l'expression des enzymes CAT et SOD (Mn) dans les trois conditions et/ou 

en présence d'antioxydants. 

L’expression de la CAT et de la SOD en présence des antioxydants est comparée au témoin stress. 

 : diminution de l’expression ;  : pas de modification de l’expression ;  : augmentation de l’expression. 

 

L’analyse de ces données suggère que sous l’effet d’un stress, la cellule devrait palier ce 

stress en augmentant ses défenses or dans le cas d’un stress par le peroxyde d’hydrogène, la CAT 

est au contraire diminuée et dans le cas d’un stress par l’HX-XO générant des anions superoxydes, 

l’expression de la SOD n’est pas modifiée. Cela renforce le fait que les cellules RINm5F sont 

incapables de se défendre contre le stress oxydant généré et que l’apport d’antioxydants permet de 

les protéger en augmentant les défenses. En effet, il a été clairement mis en évidence dans l’étude 

que les PP, dans le cas d’un stress oxydant par le peroxyde d’hydrogène, augmentent l’activité de la 

CAT mais pas celle de la SOD. Dans le cas d’un stress par l’HX-XO, l’EGCG améliore 

l’expression de la SOD, ce qui est confirmé par Murakami et al. (2002), mais aussi celle de la CAT 

pour pallier à la génération d’H2O2 due à la dismutation de l’anion superoxyde par la SOD. Le 

même profil d’expression est obtenu avec l’EGCG dans un stress induit par la STZ. 

 

Les cellules RINm5F présentant un stress oxydant améliorent leur viabilité, leur 

défense antioxydante et diminuent la production de radicaux intracellulaires, en présence 

d’antioxydants. Dans cette dernière partie, nous nous sommes attachés à regarder l’impact des stress 

oxydants générés sur les macromolécules biologiques des cellules. Ainsi, dans un premier temps, la 

peroxydation des lipides a été mesurée. Les résultats montrent que dans les trois modèles de stress, 

on observe une augmentation de la peroxydation lipidique, confirmée par Latha et al. (STZ). La 

peroxydation est totalement abolie, en présence de PP et d’EGCG dans le modèle de stress induit 

par le peroxyde d’hydrogène. Par contre, lors d’un stress induit par la STZ, aucun effet des 

antioxydants n’est mis en évidence et lors d’un stress induit par l’HX-XO, seule l’EGCG prévient la 

peroxydation des lipides. La technique de mesure de la peroxydation lipidique s’est basée sur la 
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formation d’un adduit entre l’acide thiobarbiturique (TBA) et le MDA. Cependant, cette technique 

est assez controversée puisque de nombreuses revues soulignent l’hétérogénéité des résultats 

obtenus, s’appuyant sur le fait que le MDA n’est pas le seul composé à réagir en milieu acide et 

chaud avec le TBA (Gutteridge et al., 1974). C’est pourquoi certains préfèrent parler de 

« Substances réagissant avec l’acide thiobarbiturique » ou TBARS (Lefèvre et al., 1998). 

C’est pour cette raison que nous avons mis en place un second test permettant de mesurer 

l’impact du stress oxydant : la mesure des protéines carbonylées. Les résultats obtenus ne sont 

absolument pas interprétables ce qui remet en cause ce test. Cette quantification a été difficile à 

mettre en place/ nous avions dans un premier temps utilisé une autre méthode pour quantifier cette 

carbonylation, l’OxyBlot
TM

. Celle-ci reposait sur la réaction des protéines carbonylées avec le 

DNPH (comme le kit utilisé dans notre étude) puis sur l’analyse de la quantité de ces protéines par 

Western Blot. Les résultats étaient également ininterprétables. Cette approche d’étude du stress 

oxydant n’est sans doute pas une bonne méthode pour quantifier les protéines carbonylées. Ainsi, il 

serait nécessaire de trouver des techniques plus spécifiques pour mettre en évidence les 

modifications protéiques induites par le stress oxydant. 

 

 

Les techniques mises en point au cours de l’étude in vitro ont permis de faire un 

véritable screening de molécules antioxydantes et de voir l’effet des molécules sélectionnées dans la 

prévention de l’apoptose et de la production d’entités oxydantes mais aussi de regarder comment 

elles modulent l’expression des gènes et des protéines impliquées dans la défense antioxydante. 

Enfin, cette étude a permis d’apprécier l’impact des antioxydants sur les conséquences biologiques 

du stress oxydant développé chez les cellules RINm5F. Ce travail a permis de développer un 

véritable outil de screening moléculaire qui pourrait s’appliquer à la recherche d’autres molécules 

antioxydantes afin d’identifier un composé qui pourrait avoir un meilleur effet que l’EGCG ou les 

PP du vin rouge. Pour notre étude, nous avons sélectionné  deux molécules qui ont un intérêt 

biologique de par les résultats obtenus. Il est maintenant nécessaire de corroborer les résultats 

obtenus in vitro, en testant ces deux antioxydants d’intérêt sur un modèle de rat diabétique 

présentant un stress oxydant. Cette étude a fait l’objet de la seconde partie de ma thèse.  
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Discussion in vivo 

 

La discussion sera divisée en deux parties : une première partie sur la mise en place du 

modèle diabétique et une deuxième sur l’effet des antioxydants proprement dits sur ce modèle de 

rat. Plus particulièrement, cette seconde partie détaillera les conséquences des traitements, d’une 

part sur le stress oxydant, d’autre part sur le retentissement métabolique, et enfin sur les 

complications hépatiques. 

 

Mise en place du modèle de rat diabétique de type 2 

 

Le modèle de rat diabétique qui a été développé au laboratoire pour tester les antioxydants, est 

basé sur l’administration ad libitum d’une alimentation hypercalorique High Fat Diet (HFD), 

pendant sept mois. Les résultats de la mise en place de ce modèle montrent que les animaux nourris 

par le régime HFD prennent du poids de façon constante tout au long de l’étude, traduisant d’une 

obésité par rapport aux rats témoins Normal Diet (ND). De plus, ces animaux présentent un 

hyperinsulinisme marqué dès deux mois de régime alimentaire, qui est lié à l’augmentation du 

nombre de gros îlots présents dans le tissu pancréatique. Ces données sont en accord avec la 

littérature car Raffaella et al. (2008) a identifié chez des rats mâles Wistar adultes nourris pendant 7 

semaines par de l’alimentation HFD, la présence d’une obésité, associée à une insulino-résistance. 

De plus, les rats HFD présentent une hyperglycémie qui apparaît de manière progressive.  

D’autre part, une des conséquences de ce régime alimentaire est le développement d’une 

stéatose hépatique non alcoolique (NASH), qui est présente sur plus de 66% du tissu. Cette NASH, 

de type microvésiculaire, est associée à une accumulation de lipides et plus particulièrement de 

triglycérides dans le cytoplasme des hépatocytes, et est réversible tant qu’elle ne présente pas de 

phénomène inflammatoire. Bien qu’il existe d’autres techniques pour induire un diabète de type 2 

chez le rat (injection de streptozotocine après régime HFD, Zhang et al. (2003)), Lieber et al. 

(2004) ont également mis au point un modèle de rat développant une stéatose hépatique par 

l’administration d’une alimentation hypercalorique à des rats Sprague-Dawley. Ces animaux 

présentaient également une insulino-résistance.  

Pour résumer, après deux mois de régime alimentaire HFD, les rats deviennent obèses, insulino-

résistants et développent une stéatose hépatique non alcoolique (cf. figure 168). Un modèle 

similaire a été décrit par Shen et al. (2007). Leurs rats Sprague Dawley alimentés pendant 10 

semaines par une alimentation HFD, deviennent obèses et présentent des troubles lipidiques. Ils ont 
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également remarqué que des marqueurs du stress oxydant comme les enzymes antioxydantes SOD 

et glutathion peroxydase étaient fortement diminuées dans le plasma, concluant que le modèle 

développé par administration d’une alimentation HFD induit un stress oxydant. Ainsi, dans le cas 

de notre étude, nos rats intolérants au glucose qui deviennent diabétiques, devraient représenter un 

bon modèle de stress oxydant. C’est sur ce modèle ainsi établi que l’effet des antioxydants EGCG et 

PP est testé, ainsi que l’effet d’une activité physique quotidienne. 
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Figure 168 : Récapitulatif des caractéristiques d'un modèle de rat diabétique de type 2, présentant un stress 

oxydant et une stéatose hépatique, développé au laboratoire. 
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Etude des effets des antioxydants et de l’exercice sur le modèle développé 

 

Effets sur le stress oxydant 

 

Dans une première phase, les effets du régime, des antioxydants et de l’exercice ont été testés 

sur le développement du stress oxydant. Les résultats de la mesure des lipides peroxydés et des 

protéines carbonylées montrent, d’une part, que les animaux dès leur arrivée, ont un taux de lipides 

peroxydés élevé qui diminue après 2 mois de régime ND. Cependant, la quantité de lipides oxydés 

et de protéines carbonylées augmente légèrement pendant la durée de l’étude. Il semblerait que ces 

observations soient en accord avec la littérature car Hashimoto et al. (2001) ont montré une 

augmentation des lipides oxydés plus importante chez des rats âgés de 20 et 100 semaines par 

rapport à des rats de 3 semaines. Notre étude étant menée sur 5 mois, les rats ND pourraient 

présenter une augmentation des lipides oxydés en raison de l’âge des animaux. 

Concernant les rats recevant l’alimentation HFD, ceux-ci développent un stress oxydant  

progressif jusqu’à 4 mois de régime alimentaire. En effet, le taux de lipides peroxydés et de 

protéines carbonylées présent dans le plasma est croissant du 2
ème

 au 4
ème

 mois d’étude et est bien 

plus élevé que pour les animaux ND (cf. figure 169 A). Des résultats similaires ont été observés par 

Cederberg et al. (2001) sur un autre modèle de rats diabétiques (rats Sprague Dawley ayant reçu 

une injection de STZ). 

En revanche, au delà de ces temps d’étude, les animaux HFD semblent revenir à des taux de 

protéines carbonylées et de lipides peroxydés proches de ceux des animaux ND. Il y aurait une 

diminution de ces marqueurs au cours du temps chez les animaux HFD. A notre connaissance 

aucune donnée de la littérature ne reporte une telle observation sur ce modèle animal.  

L’administration d’EGCG à 50mg/kg/jour, pendant un mois, aux animaux HFD, diminue le stress 

oxydant par diminution du taux de lipides peroxydés et de protéines carbonylées. Des résultats 

similaires et dose-dépendants ont été observés sur la diminution de la peroxydation lipidique par 

Yamabe et al. (2006) mais sur un autre modèle de rats diabétiques. Les rats recevaient de l’EGCG 

pendant 50 jours à des doses comprises entre 25 et 100 mg/kg/jour. L’EGCG aurait donc un effet 

préventif sur ce paramètre après un mois d’administration. Cet effet sur les lipides peroxydés est 

maintenu après deux mois d’administration de l’antioxydant. Cependant, à partir de 3 mois, plus 

aucun effet n’est observé par rapport au animaux HFD solvant. Cela peut s’expliquer par le fait que 

les animaux HFD solvant présentent eux-mêmes une diminution du stress oxydant, sans doute due à 

l’effet du solvant.  

En ce qui concerne les PP, à 50mg/kg/jour, ils n’ont un effet positif que sur les lipides peroxydés à 

2 mois de traitement. Ces données sont en accord avec le modèle de stress oxydant développé par 
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Canali et al. (2000) par déplétion intestinale en zinc induit chez des rats, où les PP à des doses de 30 

à 60mg/jour semblent également diminuer les lipides peroxydés.  

Les animaux HFD faisant de l’exercice voient leurs marqueurs du stress oxydant se réduire par 

diminution d’une part des protéines carbonylées après un mois de traitement et d’autre part, par 

diminution de la quantité de lipides oxydés à 2 mois de traitement. Ces données sont en accord avec 

Gul et al. (2002) qui ont observé une diminution de la peroxydation lipidique chez des rats rendus 

diabétiques par injection de STZ et faisant de l’exercice. Cependant dans notre étude, aucun effet 

positif à plus long terme n’a été mis en évidence. En effet, il semblerait que les PP et l’exercice 

augmentent le stress oxydant chez les animaux HFD par augmentation des lipides peroxydés après 3 

mois d’administration ou de pratique de l’activité (cf. figure 169 B). Des résultats identiques sur 

l’homme suggèreraient que l’exercice augmente les lipides peroxydés chez des patients diabétiques 

(Laaksonen et al., 1996). 

 

En résumé, il semblerait qu’aux doses utilisées, les antioxydants et l’exercice réduisent les 

marqueurs du stress oxydant de façon précoce et à court terme. L’effet est d’autant plus marqué 

pour l’EGCG qui diminue les deux marqueurs de façon concomitante, tandis que l’exercice semble 

avoir un effet également sur les deux marqueurs mais à des temps différés. Enfin, les PP ne 

semblent réduire qu’un seul marqueur à un temps donné avant de devenir potentiellement pro-

oxydants. Cet effet opposé est également retrouvé après 3 mois de traitement par l’EGCG ou 

l’exercice (cf. figure 169 B). 

A Groupe HFD comparé au groupe ND 

Temps (mois) de régime 2 3 4 5 

 lipides oxydés   
 

 

 protéines carbonylées  
  

 

 

B HFD + EGCG HFD + PP HFD + Exercice 

Régime HFD (mois) 3 4 5 3 4 5 3 4 5 

Antioxydants / exercice 

(mois) 
1 2 3 1 2 3 1 2 3 

Lipides oxydés          

Protéines carbonylées          
 

Figure 169 : Récapitulatif de l'effet du régime sur l’apparition du stress oxydant chez le rat (A) et les effets des 

antioxydants et de l’exercice sur le modèle de rat HFD (B).  
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Les flèches descendantes en vert indiquent une diminution significative du paramètre étudié, une 

flèche horizontale, une absence de modification significative du paramètre, et une flèche rouge 

montante, une augmentation significative du paramètre étudié. 

Effets sur le retentissement métabolique 

 

Cette diminution du stress oxydant, observée à court terme, a des retentissements sur le 

diabète des animaux ainsi que sur une des complications associées au diabète, la stéatose hépatique. 

Tout d’abord, les animaux recevant le régime HFD développent une obésité par une prise de poids 

massive et continue au cours de l’étude. Cette augmentation de la masse corporelle est associée à 

une augmentation de la glycémie, un hyperinsulinisme et une augmentation du taux de pro-insuline 

plasmatique (cf. figure 170 A). Milagro et al. (2006) ont également montré que des rats Wistar 

nourris par alimentation HFD pendant 2 mois, prenaient du poids, augmentaient leur glycémie et 

leur insulinémie. L’instauration d’une insulino-résistance a également été montrée par Kern et al. 

(1990) suite à 4 semaines de régime HFD chez des rats Sprague Dawley. 

Le traitement des animaux HFD par de l’EGCG n’induit pas de modification significative dans la 

prise de masse des rats (cf. figure 170 B) comme l’a montré Janle et al. (2005) sur des rats 

diabétiques ZDF avec des doses d’EGCG comprises entre 50 et 125mg/kg. Cependant, cette 

molécule permet de diminuer l’hyperinsulinisme et la glycémie après 1 et 2 mois d’administration 

et semblerait abaisser le taux de pro-insuline. Yamabe et al. (2006) ont également montré l’effet 

protecteur de l’EGCG sur la glycémie de rats diabétiques et Bose et al. (2008) ont reporté une 

atténuation de l’insulino-résistance grâce au traitement de souris diabétiques (induites par 

alimentation HFD) par l’EGCG incluse dans l’alimentation à raison de 3,2g/kg.  

Les PP, quant à eux, n’ont d’effet qu’à 1 mois sur l’hyperinsulinisme et ils ne limitent pas la prise 

de masse des rats HFD au cours de l’étude (cf. figure 170 B). Des données similaires ont été 

obtenues par Agouni et al. (2009) qui n’a pas observé d’effet des PP sur la prise de masse de rats 

obèses.  

Enfin, la pratique d’une activité physique permet de diminuer la masse corporelle des rats sains 

(ND) mais aussi celle des rats développant un diabète de type 2. Cet effet est associé à une 

réduction de l’hyperinsulinisme, de la glycémie et de l’hyper-pro-insulinémie. L’activité physique a 

également montré une réduction de l’insulino-résistance de façon transitoire chez des animaux 

diabétiques HFD (Kern et al., 1990). Cependant, après 3 mois d’exercice physique, son effet 

bénéfique n’est plus observé ce qui tend à montrer qu’une activité physique sans mise en place d’un 

régime alimentaire approprié n’a qu’un effet limité sur le contrôle métabolique des animaux 

diabétiques (cf. figure 170 B). 
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Les résultats obtenus lors de l’étude histologique du pancréas montrent que les rats HFD 

présentent un nombre de gros îlots (supérieurs à 30 000µm²) élevé par rapport aux rats sains (cf. 

figure 170 A). L’administration des antioxydants n’a pas d’effet sur le nombre de gros îlots au 

contraire de l’exercice physique, qui permet de réduire ce nombre. L’hyperplasie des îlots induite 

par l’alimentation HFD semble réversible lorsque les animaux pratiquent une activité physique. La 

seule étude qui est en contradiction avec ces données est celle de Park et al., (2007) où ils ont 

montré que l’exercice, chez des rats diabétiques par injection de STZ et faible supplémentation 

HFD, augmentait la masse de cellules β. Cependant la méthode d’induction du diabète est différente 

entre les deux modèles, ce qui pourrait expliquer les résultats opposés obtenus. De plus, le 

marquage à l’insuline des îlots ne permet pas de mettre en évidence un hyperinsulinisme de façon 

qualitative, chez les rats HFD. Par conséquent, il est difficile de voir un quelconque effet des 

antioxydants ou de l’exercice sur ce paramètre. 

La mesure du stress oxydant dans le tissu pancréatique révèle une augmentation de la production de 

ROS intracellulaires après 3 et 5 mois de régime HFD par rapport aux rats ND. Cependant, aucune 

modification notable de cette production de ROS intracellulaires n’est observée, quel que soit le 

traitement utilisé (EGCG, PP, exercice).  

 

De plus, comme le modèle animal développe une obésité, le taux de triglycérides 

plasmatiques a été mesuré et les résultats montrent que le modèle de rat HFD développe une 

hypertriglycéridémie au cours de l’étude (cf. figure 170 A). Cette augmentation des triglycérides est 

diminuée lorsque que les rats sont traités par des PP à une dose de 50mg/kg/jour pendant un mois 

(cf. figure 170 B). Lorsque des doses plus faibles en EGCG sont utilisées, l’effet est retardé. En 

effet, Agouni et al. (2009) ont montré que chez des rats ZDF présentant un taux élevé en 

triglycérides, un extrait de polyphénols de vin rouge (Provinols
TM

) à 20mg/kg/jour réduisait ce taux 

après 8 semaines de traitement. Il semblerait que l’effet observé soit dépendant du temps de 

traitement et de la dose administrée.  

En revanche, les rats traités par l’EGCG à 50mg/kg/jour ne présentent pas de diminution de la 

quantité de triglycérides plasmatiques. Ceci est en contradiction avec Roghani et 

Baluchnejadmojarad (2010) qui ont montré qu’une dose plus faible en EGCG (25mg/kg/jour) sur un 

modèle de rat rendu diabétique par injection de STZ permettait de réduire cette quantité de 

triglycérides. 

L’exercice pratiqué chez les rats HFD ne permet pas quant à lui, de diminuer la quantité de 

triglycérides plasmatiques (cf. figure 170 B).  
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Enfin, des auteurs rapportent que des rats pouvaient développer une athérosclérose des 

vaisseaux par simple alimentation HFD (Kaschina et al., 2004). En effet, Vacek et Machova (1979) 

ont montré que des rats Wistar développaient une athérosclérose après 5 à 6 mois de régime HFD, 

par coloration de sections d’aorte au rouge Sudan. Dans notre modèle d’étude, aucune plaque 

d’athérome n’a pu être mise en évidence dans les aortes des rats HFD quel que soit le temps de 

l’étude. Cela peut s’expliquer par le fait que nos animaux ont été étudiés sur une durée inférieure ou 

égale à 5 mois.   

 

Enfin, nous avons voulu voir si notre modèle de rat diabétique présentant un stress oxydant, 

développait un processus inflammatoire aigu, au travers de la mesure de la protéine C-réactive 

(CRP). Les résultats montrent que les rats HFD ne présentent pas de CRP augmentée par rapport 

aux rats ND, au cours de l’étude (cf. figure 170 A). De même, les antioxydants et l’exercice n’ont 

pas d’effet sur la mesure de ce paramètre, excepté après un mois de traitement par l’EGCG chez les 

rats HFD, où le taux de CRP est diminué (cf. figure 170 B). Ce résultat semble être en accord avec 

ceux de Lu et al. (2010) qui ont démontré une baisse de la CRP chez des animaux diabétiques 

traités par des flavonoïdes. 

 

En résumé, l’exercice semblerait être le traitement ayant le plus d’effets au niveau 

métabolique chez les rats présentant un hyperinsulinisme et un stress oxydant. Le second traitement 

présentant également des effets protecteurs et visibles, mais en proportion plus faible, est l’EGCG 

administrée à une dose de 50mg/kg/jour. Enfin, il semblerait que les PP à la même dose que 

l’EGCG aient un effet moindre et transitoire comparés à l’exercice et à l’EGCG. Ainsi, des doses 

plus fortes en antioxydants administrées sur des temps plus long pourraient améliorer les différents 

paramètres étudiés et une combinaison de l’exercice avec un traitement antioxydant pourrait 

également avoir des effets plus importants que les traitements pris séparément.  
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A Groupe HFD comparé au groupe ND 
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B HFD + EGCG HFD + PP HFD + Exercice 
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Figure 170 : Récapitulatif de l'effet du régime sur les complications métaboliques chez le rat (A) et les effets des 

antioxydants et de l’exercice sur le modèle de rat HFD (B). 

(A) Les croix indiquent une augmentation significative du paramètre étudié. (B) Les flèches 

descendantes en vert indiquent une diminution significative du paramètre étudié, une flèche 

horizontale, une absence de modification significative du paramètre, et une flèche rouge montante, 

une augmentation significative du paramètre. (ND, non déterminé). 
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Effets sur les complications hépatiques 

 

La mise en place du modèle d’étude a montré que les rats développaient une stéatose 

hépatique au cours de temps. Nous nous sommes donc intéressés à ce paramètre, chez nos animaux 

diabétiques de type 2, présentant un stress oxydant.  

 

Les résultats indiquent que les rats nourris par l’alimentation HFD présentent une masse de 

foie total plus élevée après 3 et 4 mois de régime, par rapport aux rats nourris par l’alimentation 

ND. Celle-ci est accompagnée par  la mise en place d’une stéatose hépatique microvésiculaire dès 2 

mois de régime HFD, qui évolue puis reste constante au cours de l’étude (cf. figure 171 A). Le 

développement d’une stéatose hépatique a également été mis en évidence chez des rats Sprague 

Dawley nourris par une alimentation HFD pendant 6 semaines (Kuzu et al., 2008).  

Notre étude a démontré que l’exercice et les PP ont un effet bénéfique sur le développement 

de la stéatose hépatique. En effet, après un mois de traitement, l’apparition de la stéatose est 

retardée et l’histologie du tissu est quasiment similaire à celle des rats témoins (cf. figure 171 B). 

Les résultats obtenus avec les PP et l’exercice confirment les données obtenues respectivement par 

Feillet-Coudray et al. (2009) et par Rector et al. (2008). Ils n’ont cependant qu’un effet précoce 

dans cette étude. L’EGCG quant à elle, à la dose utilisée (50mg/kg/jour), ne permet pas de retarder 

le développement de la stéatose. Des résultats contradictoires ont été obtenus par  Kuzu et al. 

(2008), qui ont montré un effet protecteur de l’EGCG à plus forte dose (1g/L) pendant 6 semaines 

sur le développement de la stéatose. Des doses supérieures en EGCG pourraient retarder 

l’apparition de la stéatose.  

 

L’analyse du stress oxydant dans le tissu hépatique n’a montré aucun effet du régime HFD par 

rapport aux rats témoins. Aucun effet des antioxydants et de l’exercice, n’a également été mis en 

évidence (cf. figure 171 A et B). 

 

 

Pour résumé, seuls l’exercice et les PP semblent retarder les effets d’un régime alimentaire 

HFD sur le développement de la stéatose hépatique. Cela reste transitoire et aucun effet à plus long 

terme n’est observé. Il semblerait également que, quel que soit le traitement administré et le régime, 

ceux-ci n’ont pas d’effet sur le développement du stress oxydant dans le foie des animaux. 
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A Groupe HFD comparé au groupe ND 
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B HFD + EGCG HFD + PP HFD + Exercice 

Régime HFD (mois) 3 4 5 3 4 5 3 4 5 
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Figure 171 : Récapitulatif de l'effet du régime sur les complications hépatiques chez le rat (A) et les effets des 

antioxydants et de l’exercice sur le modèle de rat HFD (B). 

(A) Les croix indiquent une augmentation significative du paramètre étudié. (B) Les flèches 

descendantes en vert indiquent une diminution significative du paramètre étudié, une flèche 

horizontale, une absence de modification significative du paramètre, et une flèche rouge montante, 

une augmentation significative du paramètre. 
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Synthèse des résultats 

 

L’analyse globale des résultats in vivo semble indiquer d’une part, que les antioxydants 

agissent de façon précoce et que sur un temps plus long, l’effet opposé est observé. Dans le cas du 

stress oxydant, l’EGCG permettrait une meilleure prévention du stress, suivie de l’exercice et des 

PP. Concernant les complications métaboliques, l’exercice serait le meilleur moyen de prévenir les 

modifications engendrées par l’hyperinsulinisme et l’hyperglycémie, suivi de l’EGCG et enfin des 

PP. Cependant, au niveau des complications hépatiques, l’EGCG n’a pas d’effet contrairement aux 

PP et à l’exercice, même si l’effet bénéfique observé est de courte durée. 
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Conclusions 

 

Le diabète est une pathologie grave qui est liée au développement du stress oxydant. Ce 

concept de « stress oxydant » décrit une situation dans laquelle la cellule ne contrôle plus la 

présence excessive de radicaux oxygénés toxiques, situation que les chercheurs impliquent dans la 

plupart des maladies humaines (diabètes, cancers, inflammations, maladies neurodégénératives…). 

De nombreuses études ont suggéré que des composés permettaient de moduler (in vitro et in vivo) 

le « stress oxydant » impliqué dans l’initiation, le développement et les complications de certaines 

de ces maladies chroniques. Dans le cas du diabète, de nombreux composés dont des molécules 

antioxydantes, sont utilisés pour limiter le développement du stress oxydant. 

Le but de cette étude était de trouver de nouvelles approches thérapeutiques dans la 

prévention du diabète et de ses complications associées, en diminuant le stress oxydant dans cette 

pathologie. Pour cela, un screening de molécules antioxydantes a été réalisé sur des cellules β 

pancréatiques de rat RINm5F, afin de sélectionner le ou les meilleurs antioxydants. Ces 

antioxydants étaient soit des composés purs comme le resvératrol cis et trans, la procyanidine B2, 

ou l’extrait de thé vert contenant majoritairement de l’EGCG, soit des extraits comme l’extrait de 

polyphénols de vin rouge.  

A l’issue de ce screening, deux bons antioxydants ont été retenus : l’extrait pur de thé vert 

(EGCG) et l’extrait de polyphénols de vin rouge. Ceux-ci ont montré avoir des effets protecteurs 

des cellules RINm5F soumises à différents stress cellulaires, suivant de nombreux paramètres 

comme la viabilité cellulaire, l’expression des enzymes antioxydantes, les marqueurs du stress 

oxydant… . 
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Afin de corroborer ces résultats in vitro très prometteurs, ces deux molécules et extraits 

d’antioxydants ont été testés sur un modèle de rat rendu diabétique par administration ad libitum 

d’une alimentation hypercalorique. Ces animaux développaient au bout de 2 mois de régime, un 

hyperinsulinisme (stade en amont du diabète de type 2), une obésité, un stress oxydant et une 

stéatose hépatique. Les deux antioxydants ont été dilués dans un solvant et administrés dans l’eau 

de boisson à une dose de 50mg/kg/jour. Afin de compléter cette étude, un groupe d’animaux a 

effectué pendant toute la durée de l’étude une nage forcée ce qui représente notre témoin exercice.  

Les résultats obtenus pour cette étude in vivo sont assez décevants de par l’intérêt porté à ces 

molécules et au vu des résultats obtenus in vitro. Les résultats sont assez mitigés en fonction des 

complications ou des marqueurs étudiés. Chaque antioxydant et l’exercice ont leur particularité 

d’action et aucun n’a d’effet positif sur tous les paramètres de façon simultanée. Il semblerait que 

les antioxydants aient des effets transitoires (1 ou 2 mois) et qu’aux doses utilisées, ils 

présenteraient des effets pro-oxydants à plus long terme. L’exercice quant à lui semble avoir des 

effets positifs mais n’ayant pas pu contrôler la prise alimentaire des animaux, ceux-ci ont pu 

l’augmenter en réponse à l’effort physique 

 

Cette étude a permis de développer des techniques de screening et d’analyse de molécules 

antioxydantes afin de les tester in vivo. Bien que prometteuse de par les résultats obtenus in vitro, 

elle a été quelque peu décevante et n’a pas permis de conclure réellement sur l’effet des 

antioxydants ou de l’exercice dans le modèle de rat diabétique par alimentation hypercalorique. 

Cependant, il semblerait que l’EGCG ait des effets intéressants tout comme l’exercice. Une 

combinaison des antioxydants et/ou de l’exercice pourrait améliorer les paramètres étudiés. Le 

schéma ci-dessous récapitule les effets obtenus in vivo à court terme et sur quelques paramètres.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vert : effet bénéfique 

Rouge : effet délétère 

Noir : pas d’effet 
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Perspectives 

 

Les perspectives de cette étude sont nombreuses et concernent les deux études. Elles peuvent 

s’articuler autour de quatre points :  

 

(1) Tout d’abord, au niveau des résultats de l’étude in vitro.  

Grâce aux méthodes de screening et d’analyses de molécules antioxydantes mises au point au 

laboratoire, une des perspectives est de rechercher d’autres composés ou molécules issus de 

l’alimentation, qui pourraient avoir des effets protecteurs et prophylactiques dans la prévention du 

stress oxydant dans le diabète.  Ainsi, il a récemment été mis en place un projet collaboratif avec 

entre autre, l’équipe d’Eric Marchioni de la Faculté de Pharmacie de Strasbourg. Ce projet a pour 

but d’évaluer le pouvoir antioxydant des fruits et légumes cultivés en Alsace et d’en valider 

l’activité biologique dans la prévention du diabète et de ses complications.  

 

(2) Ensuite, au niveau de la mise en place de l’étude in vivo.  

Du fait des résultats obtenus sur les différents paramètres et de la grande variabilité inter-

animale observée au cours de l’étude, il serait judicieux dans une prochaine étude d’augmenter le 

nombre d’animaux par groupe. De plus, nous avons observé que les doses d’antioxydants utilisées 

sont souvent inférieures à ce qui est utilisé dans la littérature. Dans le cas de l’EGCG, par exemple, 

des études ont montré que des doses allant jusqu’à 500mg/kg/jour n’étaient pas toxiques pour des 

rats (Isbrucker et al., 2006). Des doses plus élevées seraient sans doute adéquates pour observer un 

effet à plus long terme. Enfin, du fait des résultats particuliers obtenus et parfois propres à chaque 

traitement, une étude combinée des antioxydants et/ou de l’exercice permettrait sans doute 

d’améliorer beaucoup plus de paramètres que dans l’étude. Ainsi une future étude pourrait prendre 

en compte l’effet de l’exercice chez des rats HFD, en présence d’un régime approprié (mesures 

hygiéno-diététiques) ou non.   

  

(3) Amélioration de certains dosages. 

Que ce soit dans  les expérimentations in vitro ou in vivo, nous nous sommes heurtés à 

différents problèmes liés aux échantillons ou aux techniques utilisées. En effet, dans l’étude in vitro, 

l’analyse des résultats des protéines carbonylées n’a permis de tirer une conclusion sur ce 

paramètre, que ce soit par dosage ELISA (OxiSelect
TM

) ou par western-blot (OxyblotTM). Il serait 

préférable de trouver un autre marqueur de l’atteinte protéique ou évaluer d’autres paramètres du 
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stress oxydant comme la mesure de l’oxydation des bases nucléiques (8-oxodésoxyguanosine ou 8-

oxoguanine). De plus, les résultats d’apoptose obtenus par cytométrie sont prometteurs et doivent 

être confirmés. 

D’un point de vue in vivo, les résultats de la glycémie mesurée ne rendent pas compte de 

l’équilibre glycémique. En effet, nos animaux n’ont pas été mis à jeun ou en réalimentation au cours 

de l’étude, il est donc difficile de pouvoir conclure sur ce paramètre. Des mesures de l’HbA1c ne 

permettraient pas non de nous renseigner sur l’équilibre glycémique, car elle mesure l’équilibre sur 

une période de 2 mois alors que les études réalisées sur nos animaux ont des durées plus courtes. En 

revanche, le dosage de la fructosamine serait une bonne approche pour mettre en évidence une 

différence dans l’équilibre glycémique entre les rats ND et HFD, puisqu’il prend en compte 

l’équilibre sur 2 à 3 semaines. Ces dosages seront prochainement réalisés sur les plasmas des 

animaux.   

 

(4) Poursuite de l’étude du stress oxydant dans d’autres organes et étudier les 

complications vasculaires.  

L’analyse du stress oxydant réalisée sur les tissus devra être confirmée au niveau moléculaire 

par ajout d’un inhibiteur de ROS, le MnTMPyp (SOD mimetic manganese(III) tetrakis(1-methyl-4-

pyridyl)porphyrin) pour vérifier que les effets observés sont bien dûs aux ROS. 

L’étude du stress oxydant s’est focalisée autour du pancréas et du foie. Il serait également 

intéressant de regarder l’impact du stress oxydant dans d’autres organes atteints lors du diabète 

comme les yeux et les reins. Cela est possible grâce à la tissuthèque élaborée au cours de ce travail. 

Enfin, l’étude des complications cardiovasculaires pourrait être réalisée par l’analyse des marqueurs 

du stress oxydant dans les vaisseaux (aorte, artère fémorale et mésentérique). Enfin, l’étude de la 

dysfonction endothéliale, initialement prévue dans notre travail, sera réalisée. Elle pourra ainsi 

rendre compte de l’effet d’un régime HFD sur la contraction ou relaxation des vaisseaux des 

animaux et de voir l’effet des molécules antioxydantes et de l’exercice.  
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Communications 

 

Communications orales (Grand Public) 

 

 Dans le cadre de l’association « Vaincre le Diabète », chaque année au Centre européen 

d’étude du Diabète, les travaux en cours ont été présentés devant les bénévoles de 

l’association, en vulgarisant aux mieux les termes scientifiques afin que la thématique soit 

comprise de chacun :  

 Stress oxydant et diabète (Juillet 2008) 

 Stress oxydant et diabète : les données in vitro (Juin 2009) 

 Stress oxydant et diabète : données des études in vivo (Juin 2010) 

 
Communications affichées 

 

 « Effet antioxydant des extraits de polyphénols, de la procyanidine B2, de 

l’épigallocatéchine gallate, du resvératrol cis and trans sur des cellules RINm5F après un 

stress oxydant »,  

Association de Langue Française pour l'Etude du Diabète et des Maladies Métaboliques, 

Mars 2009, Strasbourg, France (Diabetes & Metabolism, March 2009, page A64) 

 

 « Mesures du pH et du rH² du sang de rat par la méthode bioélectronique de Vincent »,  

Association de Langue Française pour l'Etude du Diabète et des Maladies Métaboliques, 

Mars 2009, Strasbourg, France (Diabetes & Metabolism, March 2009, page A87) 

 

 « Antioxidant effects of polyphenols extract, procyanidin B2, epigallocatechin gallate, trans 

and cis resveratrol on RINm5F cells after oxidative stress »,  

Gordon Research Conferences, Oxidative Stress and Disease, March 2009, Barga, Italia 

 

 « Protection des cellules β pancréatiques : vers une nouvelle approche thérapeutique 

antioxydante dans le diabète »,  

Société Francaise D’endocrinologie (SFE), octobre 2009 , Nice, France (Anales 

d’endocrinologie, page 420) 

 

 « Effet antioxydant des extraits de polyphénols de vin rouge et de thé vert sur des cellules 

RINm5F après induction d’un stress oxydant »,  
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Société Française de Diabétologie (SFD), Mars 2010, Lille, France 

 

 « Etude d’un modèle de rat rendu hyperinsulinique par une alimentation hypercalorique », N 

Auberval, N Jeandidier, M Pinget, S Sigrist 

Société Française de Diabétologie (SFD), Mars 2010, Lille, France 

 

 « Antioxidative effect of green tea and red wine polyphenol extracts on RINm5F cells after 

oxidative stress induction »,  

Europeen Society of Endocrinology (ESE), 24-28 avril 2010, Prague, République Tchèque 

 

 « Effet antioxydant des extraits de polyphénols de vin rouge et de thé vert sur des cellules 

RINm5F après induction d’un stress oxydant »,  

5
ème

 Congrès International Gout-Nutrition-Santé VITAGORA, 23&24 mars 2010, Dijon, 

France  

 

 

 Prix 

  

Obtention du premier prix poster au 5
ème

 Congrès International Gout-Nutrition-Santé 

VITAGORA, 23&24 mars 2010, Dijon, France  
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Valorisation des compétences, « un Nouveau Chapitre de la thèse » 

 

 

 

 

 

 

Au cours de ma troisième année de thèse, j’ai eu l’opportunité de participer à un bilan de 

compétences, intitulé « Valorisation des compétences, un nouveau chapitre de la thèse ». Ce 

programme dispensé par l’Association Bernard Grégory (ABG) s’est axé autour de la définition des 

compétences techniques et transversales, de la rédaction d’un CV et d’un document qui a permis de 

synthétiser les tenants et les aboutissants de la thèse, définie comme un projet de recherche, le mien. 

C’est pourquoi, je tenais à ce que ce travail figure dans mon mémoire de thèse. 

  

 Une synthèse du document a été présentée devant Madame Danièle HAUG (Directrice du 

Service d’Information, Orientation et Emploi, représentante de l’ABG), Monsieur Bernard 

CHAPUS, mon mentor durant cette formation, et un directeur des ressources humaines. 

 

Je tiens à remercier mon mentor pour tout son accompagnement et pour m’avoir donnée les 

outils nécessaires à l’élaboration d’un tel travail.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



245 

 

 

 

 

Nathalie AUBERVAL 
 

 

Ecole Doctorale des Sciences de la Vie et de la Santé (ED 414) de Strasbourg 

 

Université de Strasbourg 

 

Mentor : M. Bernard CHAPUS 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amélioration du statut des cellules β du pancréas 

par des antioxydants d’origine naturelle : 

rôle du stress oxydant 

 
 

 

 

 

 

Présentation orale du « NCT » : le 9 juin 2010 

 

 

 

Sujet de la thèse : Protection des cellules β pancréatiques : vers une nouvelle approche 

thérapeutique antioxydante dans le diabète 

 

Directeur de thèse : Dr Séverine SIGRIST 

 

Soutenance de thèse : 24 septembre 2010  



246 

 

I. Le diabète, les enjeux scientifiques et la recherche. 
 

Le diabète est une maladie silencieuse et chronique qui peut évoluer sans que le patient ait 

conscience de sa pathologie. D’ailleurs, le diabète est déjà en place déjà depuis 7 ans environ 

lorsque le diagnostic est établi. Cette pathologie est caractérisée par une augmentation persistante 

du taux de glucose dans le sang. Il existe deux types de diabète :  

 le diabète de type 1 ou juvénile, il touche les enfants de plus en plus tôt et est lié à une 

destruction des cellules produisant l’insuline (cellules β du pancréas) par des auto-

anticorps, 

 le diabète de type 2 ou diabète de la maturité concerne en revanche souvent des personnes 

souffrant d’obésité. Il est caractérisé par une mauvaise production de l’insuline ou la non-

reconnaissance de celle-ci par ses récepteurs, c’est l’insulino-résistance. Dans ce cas, le 

patient produit de plus en plus d’insuline pour réguler son hyperglycémie et cela va 

entraîner au fur et à mesure une destruction des cellules β et donc une non-production 

d’insuline, on parle alors d’insulino-requérance ou insulino-nécessitance.   

En 1998, on comptait 143 millions de diabétiques dans le monde. Les prévisions pour 2025 font état 

de 300 millions, dont 2,4 millions pour la France. Chaque année 4000 nouveaux cas sont identifiés 

en France et beaucoup d’autres s’ignorent.  

L’hyperglycémie qui accompagne les deux formes de diabète est quant à elle responsable 

des complications cardiovasculaires. En effet, la forte quantité de sucre dans le sang endommage 

les petits et les gros vaisseaux. Ces atteintes sont appelées micro-angiopathies quand elles 

concernent les petits vaisseaux, les organes lésés sont alors les reins, les yeux et les nerfs. Les 

macro-angiopathies concernent l’atteinte de plus gros vaisseaux comme l’aorte et sont responsables 

d’accidents cardiovasculaires et d’infarctus du myocarde. 

 

De plus, dans cette pathologie, il a été démontré que le stress oxydant, c’est-à-dire la 

production anormale par le corps d’entités oxydantes ou la production insuffisante de défenses 

contre ces radicaux, aggrave le diabète en favorisant la production des radicaux, en perturbant 

l’insulino-sécrétion et en augmentant l’insulino-résistance. 

Le diabète, le stress oxydant et les complications cardio-vasculaires sont étroitement liés, 

c’est pourquoi nous avons cherché au laboratoire à protéger les cellules β contre le stress oxydant 

qui aggrave la pathologie. 

Dans la littérature scientifique, les antioxydants ont montré des effets protecteurs contre le 

stress oxydant et cela au niveau cardiovasculaire avec notamment comme chef de file le resvératrol, 

un des composants du vin rouge. En se basant sur ces études, nous avons choisi sur des modèles de 



247 

 

stress de cellules β, de tester l’effet d’antioxydants comme des extraits de vin rouge et de thé vert. 

En parallèle, des études conduites sur le petit animal consistaient à administrer dans l’eau de 

boisson des antioxydants ayant montré un effet bénéfique sur les cellules. 

 

L’objectif de ce projet Stress Oxydant et DIabète (SODI) était de développer une nouvelle 

approche thérapeutique pour protéger les cellules β du stress oxydant et cela à long terme et de 

pouvoir supplémenter l’alimentation en composants antioxydants naturels pour « alléger »les 

atteintes provoquées par le diabète chez le patient. 

 

 

II. Le projet SODI au Centre européen d’étude du Diabète. 
 

a) SODI et les collaborations 
 

Au Centre européen d’étude du Diabète, les diverses thématiques du laboratoire sont 

regroupées autour du diabète et de ses complications cardiovasculaires. Le projet SODI est un 

projet qui a réellement démarré en 2007 avec le commencement de ma thèse. C’est un projet 

original qui a sa place parmi ceux développés au CeeD et c’est le premier du Centre qui utilise des 

molécules d’origine naturelle. Cette thèse a été développée en collaboration avec Mme le Professeur 

V. Schini-Kerth du Département de Pharmacologie et Physico-chimie de la Faculté de Pharmacie de 

Strasbourg pour tout l’aspect cardiovasculaire et leurs connaissances dans le domaine du stress 

oxydant. Cela nous a permis d’échanger des compétences techniques dans le domaine de 

l’expérimentation animale et des études de molécules naturelles sur des cellules.  

 

Grâce à cette collaboration, ma directrice de thèse et du laboratoire a initialisé un projet 

d’ampleur européenne appelé BIOFRUVE pour « BIO-active compounds in FRUits and 

VEgetables ». Il regroupait 10 équipes de 5 nationalités différentes comprenant des 

épidémiologistes, des biochimistes, des biologistes et des entreprises agroalimentaires : 

- CeeD, spécialisé dans les études in vitro des propriétés antioxydantes, les voies de 

signalisations et les études in vivo sur le contrôle métabolique, 

- ACTIA (Aérial & WELIENCE) pour la sélection  des fruits et légumes, la formulation des 

composés bioactifs,  

- CNRS, pour l’extraction, le fractionnement et la caractérisation des composés bioactifs,  

- SNFT, un hôpital britannique pour l’étude clinique du comportement diététique des patients,  

- MRI, un centre allemand de Recherche de la Nutrition et des Sciences de l’Aliment, spécialisé 

dans la détermination des effets anti-inflammatoires et stéatosiques chez le rat, 



248 

 

- UNINA, une université italienne spécialisée dans la biodisponibilité et la biotransformation des 

aliments,  

- HACETTEPE, une université turque pour la mesure de la capacité antioxydante des produits,  

- TUBITAK-ATAL, un institut turc menant des études épidémiologiques chez l’homme,  

- PLANTA, une PME autrichienne pour l’isolation des constituants bioactifs,  

- HLP, une société de consulting pour le management du projet.  

 

L’objectif était d’évaluer l’effet bénéfique d’une consommation de fruits et de légumes dans la 

prévention du diabète et de l’inflammation, et de proposer de nouvelles formulations de nos 

aliments en privilégiant l’apport d’antioxydants d’origine naturelle. Le CeeD était en charge du 

screening cellulaire de molécules à l’aide de modèles que j’avais mis au point au laboratoire. La 

demande de financement de ce projet avait été déposée devant la commission européenne mais le 

projet n’a malheureusement pas été accepté. 

 

Enfin, en dehors de ce projet européen et comme nous ne disposions pas de tout le matériel 

nécessaire à nos expériences, j’ai proposé à ma directrice d’établir une collaboration avec l’équipe 

du Laboratoire d’Innovation Thérapeutique dirigée par le Docteur CD Muller. Cette équipe est 

spécialisée dans le domaine de la cytométrie en flux. Mon projet a requis cette technique, c’est 

pourquoi nous avons eu besoin de leurs compétences et de leur savoir-faire qui sont un outil 

précieux à la réalisation de mon projet en particulier. 

 

b)  Pourquoi j’ai choisi le CeeD et SODI ? 
 

Mon entrée dans la recherche scientifique s’est faite grâce à un coup de foudre pour une 

section de Sciences et Techniques de Laboratoire (STL) à la fin du collège. Dès que j’ai vu des 

micro-organismes évoluer sous le microscope, j’ai su que je voulais être chercheur. Dès lors, j’ai 

entamé un parcours long et parfois difficile au travers d’études techniques (DUT) après le 

baccalauréat, puis plus général et approfondi grâce au Magistère de Microbiologie et Enzymologie 

et au cursus Licence, Maîtrise et DEA que j’ai fait à la faculté des Sciences de Vandœuvre-lès-

Nancy.  

La préparation du doctorat a été pour moi une façon de pousser encore plus loin la recherche 

et l’apprentissage des connaissances dans un domaine particulier (ici le diabète). Mon choix de cette 

entreprise et de ce sujet s’est fait notamment grâce à mes expériences lors de divers stages dont la 

plupart avaient été fait dans le domaine du stress oxydant. Tout d’abord, j’ai travaillé sur les 

systèmes de régénération des protéines contre le stress oxydant chez une bactérie puis sur des 
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cellules vasculaires en les protégeant par des molécules antioxydantes et enfin sur des cellules du 

pancréas au CeeD.  

 

III. SODI, la gestion et les coûts. 
 

c) Préparation et cadrage du projet 
 

Pour ce projet, les facteurs de succès étaient réunis grâce aux différents éléments trouvés 

dans la littérature scientifique et du fait des données recueillies au laboratoire avant mon arrivée. Il 

ne semblait pas présenter de risque à la fois sur le plan scientifique et financier. 

 Comme évoqué précédemment, le projet SODI a été élaboré avec Mme le Professeur V. 

Schini-Kerth du Département de Pharmacologie et Physico-chimie de la Faculté de Pharmacie de 

Strasbourg. Sa connaissance dans le domaine cardiovasculaire, celui des polyphénols de vin rouge 

et son esprit critique en tant que non spécialiste du diabète, a permis d’harmoniser au mieux les 

liens entre diabète et maladies cardiovasculaires. La thèse a été financée sur les fonds propres du 

CeeD, cependant afin d’alléger les coûts au laboratoire, nous avions déposé un dossier de bourse 

ANR (Agence Nationale de Recherche), qui malheureusement n’a pas été retenu. 

 Pour ce projet, ainsi que tous ceux menés au CeeD, une chartre de confidentialité des 

résultats a été signée par toutes les personnes internes au laboratoire ainsi que les stagiaires, afin 

d’éviter toute fuite de connaissances. 

 

d) Conduite du projet 

 
Dès mon arrivée, j’ai été prise en charge par un post-doctorant et j’ai dû faire un travail 

important de bibliographie scientifique afin de présenter mon projet de thèse incluant le matériel et 

les méthodes envisagés, devant tout le personnel du laboratoire. Cependant, il n’y avait pas de 

réunion de projet régulière en dehors des réunions de laboratoire, il s’agissait plus de courtes 

synthèses après chaque expérience. 

Cette technique d’encadrement fut malheureusement désastreuse, nous reproduisions des 

expérimentations validées dans la littérature scientifique ce qui m’a fait perdre près de six mois de 

ma thèse. Dès lors, la directrice du laboratoire a repris le projet en main pour que nous puissions 

avoir une chance de le mener à bien et les choses se sont améliorées. Nous avons alors fait des 

bilans réguliers (environ une fois par mois) et le travail fut bien mieux encadré. Au vu des 

circonstances, nous avons été obligées de focaliser l’étude sur les cellules β uniquement au lieu des 

cellules β et des îlots de Langerhans. En parallèle, nous avons débuté la mise au point du modèle de 

diabète de type 2 chez le rat. 
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Enfin avec ma co-directrice de thèse des entretiens réguliers ont été effectués (plusieurs fois 

par an) en dehors des petites réunions de synthèses. 

 

e) Estimations des coûts du projet SODI et source de financement 
 

Le coût total détaillé de mes trois années de thèse figure en annexe 1. Elle présente d’une 

part le coût attribué au ressources humaines avec la participation de ma directrice de thèse à 10% et 

de moi-même à 100% de mon temps, sur une période 3 ans. A cela, s’ajoute, l’investissement d’un 

post-doctorant à 50% sur un an, d’une technicienne à 5% et d’un animalier à 20% pendant 2 ans. 

L’aide apportée par les différents stagiaires au cours de ma thèse, a également été pris en compte 

dans le coût total des ressources humaines qui s’élève à 155810 euros.  

Les frais de fonctionnement du laboratoire incluant les frais de consommables de bureau, 

d’expérimentations scientifiques (cônes de pipettes, tubes, anticorps…) et kits de dosage 

(marqueurs du stress oxydant, C-peptide, insuline…) ainsi que l’amortissement du matériel 

constitue une grosse partie du coût de la thèse. Il est estimé dans mon cas, à environ 51038 euros 

pour les trois ans. 

Au cours de ma thèse, j’ai eu la chance de participer à de nombreux congrès scientifiques nationaux 

et internationaux, en France et à l’étranger, qui m’ont permis entre autres choses d’améliorer mon 

anglais ! A cela s’ajoute les frais de formations (Equipier de Première Intervention, 

Expérimentation Animale…). Au total, les déplacements et formations représentent environ 9365 

euros. 

Enfin, les frais liés aux diverses dépenses de l’infrastructure et au coût de la documentation 

s’élèvent à environ 21954 euros. 

Au total, le coût de ma thèse pendant ces trois années revient à 238167 euros (cf. tableau ci-

dessous). 

 

Nature de la dépense Montant (euros) 

Ressources humaines 155810,13 
Consommables 47388,85 
Infrastructure 21651,47 
Matériels (amortissements) 3648,84 
Déplacements 4683,16 
Formations 4681,71 
Documentations 302,00 

TOTAL 238166,16 

 

 

Les sources de financements de ma thèse proviennent exclusivement des fonds propres du 

Centre européen d’étude du Diabète (laboratoire) qui est une structure à but non lucratif. En 
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revanche, le CeeD est 100% actionnaire d’une SAS (Société par Action Simplifiée), prestataire de 

service et d’assistance pour le diabète (structure à but lucratif) dont les bénéfices sont intégralement 

reversés à la recherche. 

 

IV. La thèse : quelles compétences, savoir-faire et qualités a-t-on 

développé ou acquis ? 
 

f) Dans le domaine d’expertise scientifique et technique 
 

L’analyse des résultats obtenus lors de la thèse est travail très intéressant car il m’a permis 

de prendre du recul sur le projet lui-même et d’avoir un avis plus critique sur les résultats et 

perspectives. Par exemple, l’obtention de plusieurs résultats d’expérimentations qui ne me 

semblaient pas pertinents voire mauvais se sont avérés être cohérents au vu de la littérature 

scientifique. Ainsi le fait d’avoir un œil et un esprit plus critique permet de mieux apprécier et juger 

des résultats. 

J’ai également développé quelques compétences dans l’utilisation des tests statistiques avec 

notamment le logiciel SigmaStat et j’ai ainsi pu adapter des tests statistiques au nombre et aux types 

d’échantillons.  

Enfin je voudrais souligner le domaine de l’expertise médicale que je n’ai que côtoyé car je 

ne suis pas de formation médicale. En effet, la présence de médecins a permis de recentrer l’étude 

dans des directions plus pertinentes que nous, en tant que scientifiques, ne pensions pas étudier. Par 

exemple, au CeeD j’ai eu la chance de côtoyer le service d’Endocrinologie et de Diabétologie du 

Professeur M. Pinget et plus particulièrement Mme le Professeur N. Jeandidier. Son expertise et sa 

connaissance des modèles de diabète ont permis de nous orienter vers un modèle d’étude de diabète 

de type 2 chez le petit animal plus facile à mettre en place et tout aussi intéressant que le modèle de 

diabète de type 1 que nous voulions étudier en premier lieu. Le problème du modèle de type 1 

d’intérêt est qu’il manque de reproductibilité et qu’il n’est pas un véritable modèle d’insulino-

dépendance. De plus lors de l’étude in vivo, elle m’a indiqué qu’il était préférable de présenter des 

résultats d’une manière plutôt qu’une autre (rapport Glycémie/C-peptide). 

  

g) Connaissances acquises 

 
De par mon expérience acquise lors de mes différents stages, j’ai su développer une large 

connaissance dans le domaine du stress oxydant, à la fois sur les bactéries, sur des cellules 

musculaires et endothéliales et maintenant sur des cellules à insuline de rat. Cependant, le stress 

oxydant dans le diabète ne se limite pas à cela, il s’accompagne d’atteintes cardiovasculaires et j’ai 
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ainsi pu me familiariser à l’étude de la réactivité des vaisseaux en cuve à organes isolés grâce à 

au Docteur S. Dal-Ros. 

D’une part, j’ai pu également travailler sur le petit animal, en l’occurrence le rat, pour 

l’étude du modèle de diabète de type 2. De par les travaux pratiques de pharmacologie et de 

toxicologie que j’ai effectué pendant mon DUT, j’ai pu mettre à profit mes connaissances par 

exemple pour la préhension des animaux, la pose de cathéters intraveineux et intrajugulaire, que 

j’appréciais particulièrement. De plus, j’ai pu aider ma collègue à la contention des rats lorsqu’elle 

faisait des injections. J’ai acquis aussi une grande connaissance dans l’anatomie viscérale des rats 

ainsi que dans le prélèvement des différents organes d’intérêt. De plus, grâce à la formation 

Expérimentation Animale proposée par l’école doctorale (ED 414, Sciences de la Vie), j’ai pu 

apprendre les notions d’éthique importantes concernant l’élevage et l’utilisation d’animaux 

d’expérimentation. J’ai pu également apprendre la signification de certains comportements chez 

les rongeurs, et cela m’a permis personnellement de me responsabiliser quand à la surveillance et au 

bien-être des animaux. 

D’autre part, j’ai développé des connaissances approfondies dans le domaine de l’histologie, 

que je ne connaissais que peu auparavant. J’ai été formée à fixation des échantillons 

(paraformaldéhyde et paraffine), la coupe des organes fixés ou congelés par microtome ou cryostat, 

les colorations de base comme la coloration éosine-hématoxyline et l’observation des coupes sur de 

nombreux tissus, comme le foie ou le pancréas. J’ai également appris à faire de l’immuno-marquage 

sur des coupes histologiques notamment celles de pancréas pour lesquelles nous avons marqué 

spécifiquement les cellules produisant l’insuline. 

Pour les études histologiques, j’ai eu recours à l’utilisation de l’azote liquide. Lors de mon 

arrivée, je me suis occupée des commandes et de la maintenance des niveaux en azote. J’ai 

également été formée à la manipulation de ce liquide qui sans précautions peut être très dangereux 

et entraîner des lésions irréversibles. Au fur et à mesure de la manipulation de ce produit, j’ai ainsi 

pu fortement diminuer mon aversion vis-à-vis de l’azote liquide. 

J’ai également développé et approfondi des compétences dans le domaine de la biologie 

moléculaire au travers de l’amplification d’ADN par PCR quantitative en temps réelle (suivi en 

direct de l’amplification des brins d’ADN) mais aussi au travers de techniques comme la PCR 

arrays qui permet de faire un screening de 84 gènes pour une condition expérimentale testée. 

De plus, j’ai été amenée à travailler dans le domaine de la chimie avec notamment M. le 

Professeur A Fougerousse, de la faculté de chimie de Strasbourg. Grâce à son aide, j’ai pu mettre en 

place un dosage permettant de mesurer l’état réduit ou oxydé d’échantillons sanguins de patients par 

la mesure du pH et d’une constante rH². 
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Enfin, j’ai pu acquérir des connaissances dans un domaine que je ne connaissais pas : la 

cytométrie en flux (CMF) ou cytométrie capillaire. Grâce à l’équipe du Docteur CD Muller et plus 

particulièrement au Docteur J Peluso et à Mlle C Gruber, j’ai appris à connaître la technique de 

CMF, aussi bien sur les conditions de passage des échantillons, les précautions à prendre vis-à-vis 

de la maintenance de ces appareils fort onéreux, mais aussi d’un point de vue méthodologique où de 

nombreux contrôles sont requis avant de procéder au test d’intérêt. 

 

h) Connaissances acquises dans la méthodologie et la conduite de projet 

 
La conduite d’un projet nécessite une certaine expérience. Tout au long de la thèse, j’ai du 

présenter mon travail à la fois devant un public scientifique, notamment lors de congrès nationaux 

ou internationaux, mais aussi lors de rencontres avec les bénévoles de l’association ou devant des 

lycéens.  

Pour moi, le défi le plus important pour un jeune chercheur est la vulgarisation scientifique. Une 

certaine rigueur et méthodologie sont requises pour pouvoir expliquer de manière simple mais pour 

autant précise ce qu’est le diabète et le stress oxydant, dans le cas qui me concerne. Souvent 

l’utilisation de schémas ou de photos permet d’illustrer plus facilement les méthodes employées 

pour arriver à nos résultats. La formation professionnelle, Les Doctoriales, proposée par l’Ecole 

doctorale est également un très bon exercice dans l’apprentissage et l’élaboration d’une 

méthodologie.  

 De plus, pour moi, la présentation du projet de thèse devant des scientifiques doit suivre 

rigoureusement une méthodologie. En effet, à chaque congrès, j’ai du envoyer des résumés des 

travaux selon un plan comprenant une introduction du sujet dans son contexte ainsi que le but de 

l’étude, une partie courte, concise et précise sur le matériel et les méthodes utilisés, puis une partie 

comprenant les résultat qui est ensuite discutée dans la conclusion. Chaque méthode utilisée pour 

obtenir des résultats découlait d’une réflexion scientifique et logique, ce qui m’a permis d’obtenir le 

premier prix Poster au Congrès Vitagora Goût Nutrition Santé, qui s’est tenu à Dijon le 23 et 24 

mars 2010. 

Le projet de thèse lui-même est basé sur une méthodologie précise qui découle de la 

réflexion et de la logique. Par exemple, toutes les expérimentations ont commencé par des modèles 

d’étude in vitro, cela afin de pouvoir faire un screening de molécules avant de les passer sur un 

modèle animal, plus coûteux. De plus, chaque produit utilisé lors des essais in vitro a fait l’objet 

d’une validation, avant de passer aux tests suivants. Enfin, seuls les antioxydants ayant un réel 

potentiel ont été choisis pour être administrés aux animaux. 
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i) Méthode de travail et gestion du temps 
 

Lors de ma thèse j’ai été amené à travailler en grande partie seule, je n’ai pas eu de 

problèmes pour la gestion de mon temps ou de mes taches. Majoritairement les expérimentations 

étaient planifiées d’avance avec des temps de latence prévus en cas de reproduction d’une ou de 

plusieurs manipulations. Je m’arrangeais pour commencer les expériences le plus tôt possible dans 

la journée afin de pouvoir les interpréter de suite. 

Concernant les méthodes de travail avec les collaborateurs (cytométrie), chacune de mes 

visites à la faculté de Pharmacie était prévue d’avance afin de ne pas perturber les activités de 

recherche des membres de cette équipe. 

 

j) Savoir-faire administratifs Ŕ organisationnels 

 
Pour ma part,  le savoir-faire organisationnel s’est développé avec le temps. J’ai notamment 

organisé des réunions de collaboration avec l’équipe de cytométrie capillaire. Concernant le 

domaine administratif, je suis capable de remplir des bons de commande, de demander des offres 

de prix de kits de dosage ou de produits auprès des fournisseurs (tels que Tebu-bio ou Millipore). 

J’ai également fait appel plusieurs fois au service technique de chez Bio-Rad pour des soucis de 

calibrage d’appareil PCR mais aussi pour des renseignements concernant des filtres de 

spectrophotomètre. Enfin j’ai également eu recours au service technique de Millipore afin de 

résoudre un problème lié à l’utilisation d’un kit de dosage des protéines carbonylées. 

 

k) Qualités personnelles 

 
Dans le domaine de la recherche, il est parfois nécessaire d’avoir recours à son imagination 

et de faire un peu de bricolage pour résoudre certains problèmes. Cela pour moi, fait appel à la 

créativité et à l’inventivité. Il m’est arrivée plusieurs fois, d’être confrontée à ce genre de situation. 

Lorsque j’ai effectué l’amplification de gènes par la technique de PCR arrays, le protocole stipulait 

une étape de centrifugation des plaques. Cependant au laboratoire, nous ne disposions pas de 

support spécifique à ces plaques dans la centrifugeuse. J’ai alors trouvé un moyen de les fixer (avec 

du scotch) sur un support non prévu à cet effet. 

De plus, je suis extrêmement rigoureuse, que ce soit dans les expérimentations mais aussi 

dans la tenue des pièces du laboratoire dont je suis responsable, et j’aime particulièrement retrouver 

le matériel commun là où il doit être ainsi que les stocks remplis. De même qu’il est important pour 

moi de laisser une pièce ou un matériel propre après utilisation, mais cela reflète plus du bon sens et 

du respect pour le travail des autres que de la rigueur. 
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Cette rigueur se retrouve également dans mon travail ou ma tenue du cahier de laboratoire. 

Lors du bilan de thèse de deuxième année organisé à la demande de l’école doctorale, j’ai su faire la 

synthèse de tous les résultats obtenus depuis environ 18 mois. Cela a été un gros travail, qui m’a 

permis de prendre du recul sur la manière de conduire ma thèse et de recadrer, le cas échéant, les 

expériences ou de proposer de nouvelles stratégies d’investigation. Le résultat de ce comité fut 

largement positif et a été validé auprès de l’école doctorale.  

Au cours de ma thèse, j’ai eu l’opportunité d’encadrer plusieurs étudiants de formations 

diverses. La première fois, j’ai eu deux étudiants en même temps et en plus de « découvrir » 

l’encadrement, j’ai du faire face à la gestion de ces deux personnes aussi bien d’un point de vue 

expérimental (deux sujets différents avec des manipulations différentes) qu’humain, avec des 

personnalités bien distinctes. Lors de cette expérience, j’ai pu comprendre ce qu’était l’encadrement  

au travers de la gestion du travail de l’étudiant mais aussi du mien, car j’avais mes propres 

expérimentations à mener en parallèle. Cela demandé un grand effort d’organisation au niveau 

expérimental et temporel. Cette riche expérience m’a permis cette année de reprendre une stagiaire 

qui va permettre de boucler en temps voulu ma thèse. 

Enfin, j’ai particulièrement su m’adapter au cadre dans lequel j’ai évolué. En effet, j’ai eu 

l’occasion et cela pendant plusieurs mois, de faire des expérimentations à la Faculté de Pharmacie 

avec le Docteur S. Dal-Ros, lors des études in vivo du modèle de diabète de type 1. Toujours dans le 

même lieu mais avec une équipe différente, j’ai su m’intégrer à l’équipe de cytométrie capillaire 

pour mener à bien mes expérimentations dans ce domaine. Cela a impliqué, une certaine 

adaptabilité aux conditions et aux méthodes de travail parfois différentes de mon laboratoire, 

notamment en ce qui concerne la culture des cellules. J’ai du emmener mon matériel et m’adapter à 

ce nouvel environnement de travail. 

 

Toutes ces expériences m’ont permis d’établir des liens avec des chercheurs ou techniciens 

de laboratoire différents ou d’entreprises de biotechnologie. 

 

V. La thèse : quels résultats et impacts pour la recherche ? 
 

Ce sujet était au départ un sujet nouveau qui devient de plus en plus intéressant au vu des 

résultats et d’autant plus que le laboratoire a recruté une post-doctorante pour continuer la suite de 

mes travaux après mon départ. 

Pour moi, ces travaux auront un impact pour la société et plus particulièrement pour les patients 

atteints de diabète. La finalité de mes résultats était de démontrer la faisabilité d’une 

supplémentation en molécules antioxydantes d’origine naturelle dans la prévention du diabète et 

donc dans la prévention des cellules produisant l’insuline. A long terme, une telle supplémentation 
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pourrait diminuer la part de stress oxydant présente dans cette pathologie et ainsi soulager le 

diabète. 

Enfin pour moi-même, ce fut une riche expérience, bien qu’elle ne soit pas encore finie. Cela 

m’a permis de découvrir un nouvel environnement de travail, de nouveaux collègues et surtout 

d’apprendre de nouvelles techniques. Les résultats obtenus au cours de la thèse sont très 

prometteurs mais comme il s’agit d’un sujet nouveau, plein d’expériences complémentaires restent 

à faire. 

 

VI. Après la thèse : les pistes professionnelles 
 

Savoir ce que l’on peut faire après la thèse représente un véritable challenge. Il s’agit de bien 

identifier les compétences que l’on a acquises et développées au cours de ces trois années. Cette 

formation a permis de me donner les moyens et les stratégies pour savoir se définir comme 

chercheur mais aussi savoir employer les mots justes devant des recruteurs ou des employeurs. 

 

Piste n° 1 : Chargée de recherche pour un CHU 

Au cours de mes diverses enquêtes professionnelles (entretiens avec de futurs recruteurs 

potentiels), j’ai été mise en relation avec mon ancien maître de stage de DUT, qui m’a parlé d’un 

projet qui se menait sur les lymphocytes à l’unité de thérapie cellulaire du CHU de Nancy-Brabois. 

Suite à cela j’ai contacté le responsable du projet pour mieux connaître les tenants et les 

aboutissants de celui-ci. La situation est pour le moment en attente. 

 

Piste n° 2 : Post doctorat au CNRS 

Également sur un avenir à court terme, j’ai la possibilité de faire un post-doctorat de 3 ans 

au CNRS de Cronenbourg (Strasbourg) sur le développement d’une insuline par voie orale. Le 

projet requiert un docteur ayant les compétences que j’ai acquises au cours de ma thèse, comme 

l’expérimentation animale, de bonnes connaissances en chimie dispensées par ma formation, mais 

aussi des capacités d’encadrement. Le challenge pour moi serait de manager une équipe composée 

de technicien, ingénieur et étudiant en thèse et de faire le lien entre les différentes tâches qui 

incombent à ces fonctions. La demande de financement de ce projet est en cours d’évaluation et les 

résultats devront être connus ce mois-ci (juin 2010). 

 

Piste n° 3 : Enseignant-chercheur 

D’autre part, sur un plus long terme, je souhaiterais pouvoir faire des interventions dans des 

facultés ou pouvoir faire de l’enseignement dans les lycées ayant des formations techniques 

Sciences et Techniques de Laboratoire, spécialisées en biologie Ŕ génie biologique. Ainsi pour 
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pouvoir toujours faire de la recherche, un poste de Maître de Conférences à l’université serait un 

bon compromis. 

Une des possibilités qui s’offre à moi est de passer les concours CNRS et INSERM, ce qui 

me permettrait également de faire de l’enseignement. La prochaine session pour déposer les 

candidatures est prévue en Janvier 2011. 

 

Piste n° 4 : Start Up 

Enfin, et l’idéal pour moi, serait de pouvoir démarrer dans une petite start-up ayant pour but 

la recherche appliquée, où le défi serait de monter des projets, des demandes de financements, 

pouvoir gérer une équipe et s’investir. Je me suis renseignée sur des structures qui pourraient 

requérir mes compétences. Je suis également en contact avec un « ancien du NCT » qui travaille 

dans la société Hartmann et qui pourra certainement m’aiguiller de manière un peu plus précise 

dans cette voie. 
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