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Résume

Les sulfonamides hypoglycémiants ou les sulfonylurées est la premicre et une des
plus importantes classes d’antidiabétiques oraux, utilisée pour le traitement de diabéte sucré
de type 2 depuis plus de 50 ans.

L’objectif de la présente étude a été I’évaluation, in vivo, des effets antidiabétiques de
deux sulfonamides nouvellement synthétisés, le N, N’-Bis (propyl) sulfonamide (HSP 7) et le
N, N’- Bis (benzyl) sulfonamide (HSP 13).

Le diabéte sucré expérimental a été induit chez les souris mus musculus males, par
administration intra-péritonéale d’une dose unique de Streptozotocine (150 mg/kg de poids
corporel). Les souris qui ont présenté¢ une glycémie > 300 mg/dl, aprés 5 jours, ont été
considérés comme diabétiques. Ces animaux ont été repartis en cinq lots égaux ; dont trois
lots Diabétiques ont été traités, respectivement, par le glibenclamide a 5 mg/kg, les nouveaux
sulfonamides (HSP7) et (HSP13) a 0.6 mg/kg. Ces traitements ont ¢té administrés
quotidiennement aux souris par gavage oral (per os) pendant 15jours. Durant la période de
traitement, nous avons suivi les variations de la glycémie et le gain du poids corporel. Apres
le sacrifice des souris, nous avons réalisé un dosage des paramétres biochimiques (glycémie,
protéines totales, lipides totaux, triglycérides, cholestérol total, urée, créatinine) et évaluer les

activités enzymatiques sériques (ASAT, ALAT).

Le N, N’-Bis (benzyl) sulfonamide (HSP13) a diminu¢ les perturbations
physiopathologiques du syndrome diabétique (polyurie, polydipsie, polyphagie et perte de
poids), il a montré une activité¢ anti-hyperglycémiante et une action hypolipidémiante, en
outre, il a amélioré les fonctions rénale et hépatique perturbées par le diabete. Le N, N’- Bis
(propyl) sulfamide (HSP 7) n’a pas montré aucune activité anti-hyperglycémiante

,Jaugmentation de la glycémie est a ’ordre de (39.31%)).

Au regard des résultats obtenus, on peut conclure que ce nouveau sulfonamide,
le N, N’- Bis (benzyl) sulfonamide (HSP 13) est doué¢ d’une activité anti-diabétique
intéressante.

Mots clés :
Diabete, N, N’-Bis (benzyl) sulfonamide, N, N’- Bis (propyl) sulfonamide, Streptozotocine.



Abstract:

Hypoglycemic sulfonamides or sulfonylureas are the first and one of the largest oral

antidiabetic classes, used for the treatment of type 2 diabetes mellitus for over 50 years.

The objective of this study was the, in vivo, evaluation of the antidiabetic effects of
two newly synthesized sulfonamides, N, N'-Bis (propyl) sulfonamide (HSP 7) and N, N '- Bis
(benzyl) sulfonamide (HSP 13).

The experimental diabetes mellitus was induced in male mice mus musculus, by
intraperitoneal administration of a one dose of streptozotocin (150 mg / kg body weight).
Mice showed a blood glucose > 300 mg / dl, after 5 days were considered as diabetic. These
animals were divided into five equal groups; three diabetics groups were treated, respectively,
with glibenclamide at 5 mg / kg, and the new sulfonamides (HSP 7) and (HSP13) at 0.6 mg /
kg. These treatments were administered orally to animals for 15 days. Throughout treatment
period, we followed the changes in body weight, and blood glucose levels. after the sacrifice,
we determined the biochemical parameters (glucose, total protein, total lipids, triglycerides,

total cholesterol, urea, creatinine) and evaluated serum enzymes (AST, ALT).

The N, N'-Bis (benzyl) sulfonamide (HSP 13) decreased the pathophysiological
disturbances of diabetic syndrome (polyuria, polydipsia, polyphagia, and weight loss), it
showed a anti-hyperglycemic activity and lipid-lowering action, in addition, it improved renal
and hepatic functions disrupted by diabetes. The N, N'-Bis (propyl) sulfonamide (HSP 7) not
showed an antihyperglycemic activity ,the increase of hyperglycemia is with the order of

(39.31%).

Considering the obtained results, we can conclude that the new sulfonamide, N, N'-Bis

(benzyl) sulfonamide (HSP 13) is endowed with an interesting anti-diabetic activity.

Keywords:
Diabetes, N, N'-Bis (benzyl) sulfonamide (HSP 13), N, N'-Bis (propyl) sulfonamide (HSP 7),

Streptozotocin.
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Introduction

Le diabéte de type 2 (DT2) représente un probléme majeur de santé publique. En effet, il
s’agit d’une maladie chronique, hétérogene, au moins bipolaire, combinant un déficit
insulinosécrétoire et une insulinorésistance, ces deux composantes contribuant a I’hyperglycémie
dans une proportion variable selon les patients et le stade de la maladie . Le DT2 est évolutive au
cours du temps, essentiellement en raison du tarissement progressif de I’insulinosécrétion, ce qui
impose une stratégie thérapeutique dynamique en fonction de la progression de I’affection ; dont le
traitement peut causer diverses manifestations indésirables iatrogénes, dont les plus connues sont un
risque hypoglycémique, parfois grave, et une prise de poids, souvent mal vécue et potentiellement
délétere. Le DT2 est aussi une maladie complexe, puisque non strictement limitée a
I’hyperglycémie, mais généralement associée a d’autres facteurs de risque cardiovasculaire (obésité
abdominale, hypertension artérielle, dyslipidémie, etc.), ce qui requiert une prise en charge globale
de type multirisques (Scheen & Paquot, 2009), comportant des mesures hygiénodiététiques, des
Antidiabétiques oraux (ADO) et de I'insuline dans certains cas cliniques pour contréler seule la

dérive glycémique, associes a des traitements non anti-hyperglycémiants a visée vasculaire.

Les ADO actuellement disponibles ont fait la preuve d’une efficacité métabolique et de
prévention des complications organiques résultantes de I’hyperglycémie chronique, cependant, ils
peuvent éventuellement avoir un certain nombre de contre-indications et d’effets indésirables.
Parmi les ADO, les Sulfonamides hypoglycémiants constituent un élément principal des thérapies
bien validées du DT2. Le pouvoir hypoglycémiant de ces insulinosécrétagogues est puissant
et démontré, leur usage thérapeutique résulte en une baisse absolue moyenne de I’hémoglobine
glyquée (HbA1c) de 1,1% a 1,9 % (Nathan et al., 2009).

Malgré les progres accomplis dans le traitement du DT2 et la rigueur des nouvelles
recommandations, il reste des objectifs non atteints, ainsi, la découverte de nouveaux

antidiabétiques pourrait contribuer a compléter avantageusement I’arsenal thérapeutique.

Dans ce contexte de thérapie antidiabétique, nous voudrions étudier I’activité anti-
hyperglycémiante de deux molécules nouvellement synthétisée de la classe de sulfonamides chez un

modele animal de diabete expérimental.
Pour atteindre cet objectif, notre travail consistera :

@ Dans une premiére partie, a effectuer une synthése bibliographique a partir des données

récentes, principalement, sur le diabéte de type 2.
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@ Dans une deuxiéme partie expérimentale, a évaluer, in vivo chez les souris de souches mus
musculus, les effets antidiabétiques des sulfonamides néosynthétisés, en réalisant ;
Un suivi glycémique et poids corporel.

Une évaluation biochimique (bilans rénal et hépatique, paramétres métaboliques ).



1°® partie :
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e diabete de type?2



lére Partie : Synthése Bibliographique Chapitre | : Le diabéte de type 2

1. Généralités.

1.1. Définition et description du diabéte sucré.

Le diabete sucré est un syndrome clinique hétérogéne caractérisé par des désordres du
métabolisme glucidique, lipidique et protéique. Ce terme couvre une large variété de conditions
liées a des signes ou symptdmes induits par des niveaux €élevés et chroniques de glucose sanguin
résultants d'une altération de I’insulinosécrétion, d'une insulinorésistance ou la présence de ces deux
altérations. Les symptomes reliés a cette hyperglycémie inclus la polyurie, la polydipsie, la perte de
poids, la polyphagie dans certains cas ainsi qu'une vision trouble. A long terme, elle est associée
aux atteintes, dysfonctionnements et insuffisances de divers organes et peut également accompagner
par une dépréciation de la croissance et une susceptibilité a certaines infections. En outre, le diabéte
non ou mal contrdlé peut entrainer des conséquences aigus tels que I’acidose diabétique (cétosique)
ou le syndrome d’hyperglycémie hyperosmolaire non-cétosique (ADA, 2014).

1.2. Classification étiologique du diabéte.

La classification actuelle du diabéte (Tab.1) distingue quatre grandes catégories (ADA,
2014). Elle repose sur les critéres étiologiques et physiopathologiques selon la derniere révision de
la classification du diabete en 1997 (TECDCDM, 1997).

2. Définition du diabéte de type 2.

Le diabéte de type 2, représente 90-95% des personnes diabétiques, précédemment dénommé
diabete non-insulinodépendant, diabete de type |1, ou diabéte de la maturité (diabete de I’age mdre).
Il s’agit d’une maladie :

1) chronique hétérogéne, au moins bipolaire, combinant un déficit insulinosécrétoire et une

insulinorésistance, ces deux composantes contribuant a I’hyperglycémie dans une proportion

variable selon les patients et le stade de la maladie.

2) évolutive au cours du temps, essentiellement en raison du tarissement progressif

de I’insulinosécrétion, ce qui impose une stratégie thérapeutique dynamique en fonction

de la progression de I’affection.

3) dont le traitement peut entrainer diverses manifestations indésirables iatrogénes,

les plus connues sont un risque hypoglycémique, parfois grave, et une prise de poids, souvent

mal vécue et potentiellement délétére.

4) complexe, puisque non strictement limitée a I’hyperglycémie, mais généralement associée

a d’autres facteurs de risque cardiovasculaire (obésité abdominale, hypertension artérielle,

dyslipidémie, etc.), ce qui requiert une prise en charge globale de type multirisques (Scheen

et Paquot, 2009).
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Tableau 1 : la classification étiologique du diabete sucré (ADA, 2014).

I. Le diabéte de type 1 (destruction des
cellulaire {3, conduisant habituellement & une
carence en insuline absolue)

A. D’origine immunologique

B. Idiopathique

I1. Le diabéte de type 2 (pouvant aller de
I’insulino- résistance prédominante avec une
carence relative de I’insuline a un déficit
sécretoire prédominant avec I’insulino-
résistance)

I11. D’autres types particuliers
A. Defauts génétiques de la fonction des
cellules B

1. MODY 3 (Chromosome 12, HNF-1a)

2. MODY 1 (Chromosome 20, HNF-4a)

3. MODY 2 (chromosome 7, la glucokinase)

4. D’autres formes trés rares de MODY (par
exemple, MODY 4: le chromosome 13, le
facteur-1 de promoteur de I’insuline; MODY 6:
Chromosome 2, NeuroD1 ; MODY 7:
Chromosome 9, la carboxyl ester lipase)

5. Diabete néonatal transitoire (le plus
souvent ZAC / HY AMI empreinte défaut sur
6924)

6. Diabete néonatal permanent (le plus
souvent KCNJ11 géne codant pour Kir6.2 la
sous-unité de canal K ATP de la cellule B)

7. L’ADN mitochondrial

8. Autres

B. Défaut génétiques de I’action de I’insuline
. Insulinorésistance de type A

. Lépréchaunisme

. Syndrome de Rabson-Mendenhall

. Diabeéte lipoatrophique

. Autres

Diabétes pancréatiques
. Pancréatite
. Traumatisme / pancréatectomie
. Cancer du pancréas
. Mucoviscidose
. Hémochromatose
. Pancréatite fibrocalculeuse
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7. Autres

Endocrinopathies

. Acromégalie

. Syndrome de Cushing

. Glucagonome

. Phéochromocytome

. Hyperthyroidie

. Somatostatinome

. Hyperaldostéronisme primaire
. Autres

Diabétes induits par des médicaments ou des
iques

. Vacor

. Pentamidine

. Acide nicotinique

. Glucocorticoides

. Hormone thyroidienne

. Diazoxide

. Agonistes B-adrénergiques
. Diurétiques thiazidiques

. Diphenylhydantoine

10. Interféron-a
11. Autres

C.
1
2
3

D.

Infections
. Rubéole congénitale
. Cytomégalovirus
. Autres
Formes rares de diabétes liés a une

pathologie du systéme immunitaire

1

. « Stiff-man » syndrome (syndrome de«

I’homme raide»)

2
3
E.

. Les anticorps anti-récepteur de I’insuline
. Autres
Autres syndromes genétique s’accompagnant

parfois d’un diabéte

O©CoOoO~NOOTh~,WN P

. Syndrome de Down

. Syndrome de Klinefelter

. Syndrome de Turner

. Syndrome de Wolfram

. Ataxie de Friedreich

. Chorée de Huntington

. Syndrome de Lawrence-Moon-Biedl
. Dystrophie myotonique

. Porphyries

10. Syndrome de Prader-Willi

1

VI.

1. Autres
Diabéte gestationnel
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3. Critéres diagnostiques.
L’Organisation mondiale de la sante (OMS) et I'IDF (International Diabetes Federation),

dans la derniére révision des critéres diagnostiques indiquent que le diagnostic de diabéte peut étre
retenu devant :

1) HbA1lc (seuil = 6,5%) .

2) une glycémie (sur plasma veineux) a jeun = 1,26 g/l (7,0 mmol/l) sans apports caloriques

depuis au moins 8 heures.

3) une glycémie (sur plasma veineux) = 2,00 g/l (11,1 mmol/l) 2 heures aprés une charge

orale de 75 g de glucose « test d’hyperglycémie provoquée orale (HGPO) ».

4) la présence des symptdmes de diabéte (polyurie, polydipsie, et amaigrissement inexpliqué)

avec une glycémie (sur plasma veineux) = 2,00 g/l (11,1 mmol/l) quel que soit le moment

dans la journée.
En I’absence d’une hyperglycémie claire , les critéres 1-3 doivent étre confirmés par une 2°™™®
mesure glycémique avant de retenir le diagnostic de diabete(ADA, 2014).

En pratique clinique, ’'HGPO n’est que tres peu utilisée et seule la glycémie a jeun est
effectuée habituellement (Simon, 2008).

Le diagnostic de DT2 est porté sur son début aprés 40 ans, avec excés pondéral ou obésité,
des antécédents familiaux, une hyperglycémie modérée (souvent < 2 g/l a jeun), une absence de
cétose, la présence d’une hypertension et (ou) d’une Dyslipoprotéinémie, et a posteriori sur la non-
nécessité de recourir a I’insuline durant I’année qui suit le diagnostic (Guillausseau, 2003).

4. Histoire naturelle et évolution de la maladie.

Le DT2 est précédé par des anomalies de la glycorégulation tels que I’hyperglycémie modérée
a jeun (HMJ) (glycémie a jeun =1,10 g/l et < 1,26 g/l) ou I’intolérance au glucose (IG) si I’on
réalise le test (HGPO) (glycémie 2 h aprés une charge orale de 75 g de glucose 1,40 < 2 g/l). Ces
situations sont dépourvues de signes cliniques. Mais, elles comportent un double risque : évolution
vers un DT2 dans 50 % des cas avec un recul de 5 ans et augmentation du risque cardiovasculaire,
intermédiaire entre celui du diabete et des sujets normoglycémiques. En outre, Une fois installé, le
DT2 a une tendance a [I’aggravation, expliquée par une diminution progressive de
I’insulinosécrétion, alors que I’insulinosensibilité reste stable. Cette réduction est secondaire aux

phénomeénes de gluco-et de lipotoxicité vis a vis de la cellule B (Guillausseau, 2003).

La glycorégulation normale est définie par une glycémie a jeun < 1,10 g/l (6 mmol/l) et 2 h
aprées une charge orale 75 g de glucose < 1,40 g/l (7,8 mmol/l).
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5. Traitement préventif.

La prévention du DT2, fait appel essentiellement a une meilleure hygiéne de vie (régime
alimentaire et activité physique), en particulier pour prévenir ou corriger une surcharge pondérale
(Scheen et Giet, 2005). La pratique réguliére d’une activité physique supplémentaire d’intensité
modérée (1/2 h/j) associée a un contrble de I’'alimentation permettait de réduire de prés de 60 %
I’évolution de I’lG vers un DT2 avéré (Guillausseau, 2003). En revanche, chez les sujets a trés haut
risque, le recours a une approche pharmacologique pourra étre envisagé. Divers médicaments tels
que la metformine, I’acarbose, les glitazones, I'orlistat et les inhibiteurs du systéeme rénine-
angiotensine ont prouvé leur efficacité pour réduire I’incidence du DT2, en particulier chez les

sujets intolérants au glucose, obéses et/ou avec HTA (Scheen et Giet, 2005).

6. Traitement curatif.

Le traitement curatif du DT2 Comporte une intervention sur le mode de vie du patient associé
a un traitement médicamenteux hypoglycémiant et non-hypoglycémiant.

6.1. Traitement non médicamenteux (intervention sur le mode de vie).

L’intervention sur le mode de vie est une mesure thérapeutique essentielle chez tout DqT2.
Elle doit étre initiée dés le diagnostic du diabéte et ne pas étre abandonnée au cours du suivi. Elle
inclut un apport calorique réduit dans le cadre d’une alimentation saine et équilibrée ainsi qu’un
exercice physique régulier (au moins 150 minutes par semaine), pour atteindre une réduction d’au
moins 5 a 10% du poids corporel initial (ACCRDSG, 2008 ; Sigal et al., 2006). Ces mesures
permettent initialement une nette amélioration de la glycémie et des facteurs de risque cardio-
vasculaires souvent présents chez les DgT2 (hypertension, dyslipidémie), ainsi qu’une réduction de
I’HbAlc de 1a 2% (Nathan et al., 2009). Cependant, La mise en ceuvre pratique étant souvent
difficile, en outre elles ne permettent que chez 10 & 20% de tous les DqT2 un contrble adéquat
durable de la glycémie. Par conséquent, il faut y ajouter suffisamment t6t un traitement
médicamenteux (Klein et al., 2004).

6.2. Traitement médicamenteux.
La stratégie du traitement médicamenteux comporte deux volets (Charbonnel, 2008) :
1) Hypoglycémiant (Tab.2) a pour objectif la normoglycémie.
2) Non hypoglycémiant vise a réduire les facteurs de risque cardio-vasculaires
(Hypertension, Dyslipidémie).
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6.2.1. Traitement hypoglycémiant.

L’objectif de cette stratégie est de normaliser la glycémie, ce qui prévient au moins les
complications microvasculaires de la maladie (Charbonnel, 2008). L’objectif glycémique
recommandée par Le dernier consensus ADA-EASD (American Diabetes Association/ European
Association for the Study of Diabetes) est un taux d” I’hémoglobine glyquée (HbAlc) <7 % pour la
plus part des patients (Nathan et al., 2009).

6.2.1.1. Les sulfamides hypoglycémiants/ Les sulfonylurées.

Les sulfonylurées (SU) ont été les premiers antidiabétiques oraux (ADO) disponibles depuis
plus de 50 ans (Tielmans et al., 2007pl). Ills agissent exclusivement en stimulant
I’insulinosécrétion prandiale et plus modérément a distance des repas. Leur pouvoir hypoglycémiant
est puissant et démontré (Halimi et al., 2008). La baisse attendue de I’HbAlc est de I'ordre de 1 & 2
% (Nathan et al., 2009). Ces molécules stimulent I’insulinosécrétion en se liant & un récepteur
membranaire spécifique (SURL1), exprimé sur la membrane plasmique des cellules B des flots de
Langerhans. Ce récepteur est associé a un canal potassique dépendant de I’ATP (Katp), la fixation
aux récepteurs SUR des SU ferme les canaux Katp €t entraine la dépolarisation de la membrane
plasmique, I’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants, I’intrusion du calcium Ca®*, et
enfin, I’exocytose des vésicules et la libération d’insuline (Tielmans et al., 2007p1). Leur effet sur
la sécrétion d’insuline s’exergant quel que soit le niveau glycémique, ainsi, leur principal risque est
I’hypoglycémie (Halimi et al., 2008), Il s’agit le plus souvent d’accidents mineurs survenant en fin
d’aprés-midi, favorisés par une activité physique inhabituelle, le jelne et la polymédication. Ils
surviennent préférentiellement chez les sujets agés, et/ou ayant une insuffisance rénale (Tielmans
et al., 2007pl1). En outre, les SU sont responsables d’une discrete prise de poids et peuvent
constituer un obstacle a I’amaigrissement (Halimi et al., 2008). En revanche, les autres effets
indésirables sont extrémement rares : ictere choléstatique et hépatite cytolytique (glibenclamide) ;
prurit, urticaire, érytheme réversibles a I’arrét du traitement; exceptionnels vascularites et syndrome
de Lyell ; thrombopénie, agranulocytose, leucopénie ou anémie ; hyponatrémie de dilution, effet
antabuse (Tielmans et al., 2007p1).

6.2.1.2. Les glinides (GL).
Les glinides (répaglinide, natéglinide) sont des insulinosécrétagogues non sulfamidés,
disponibles depuis la fin des années 1990. Les glinides ont les mémes modes d’action que les SU,
mais les sites de fixation semblent différents (Tielmans et al.,, 2007pl). lls agissent plus

rapidement et plus brievement sur la sécrétion d’insuline et ciblent plus spécifiquement la phase

7
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d’hyperglycémie postprandiale. Leur action plus courte réduit le risque hypo-glycémique mais
oblige a plusieurs prises quotidiennes (une avant chaque repas) (Halimi et al., 2008).

6.2.1.3. LA metformine.

La metformine, molécule de la classe des biguanides, est utilisée depuis 30 ans pour traiter
I’hyperglycémie du DqT2 (Kirpichnikov et al., 2002). Elle abaisse le taux d’HbAlc de 1a 2%
(Nathan et al., 2009). Elle est considérée comme un traitement de I’insulinorésistance ; en réalité,
son principal effet démontré est sa capacité a réduire I’exces de production hépatique de glucose
(par inhibition de la néoglucogenése) (Halimi et al., 2008). Elle augmente le captage musculaire
du glucose et la synthese musculaire de glycogéne, inhibe la lipolyse au niveau du tissu adipeux et
la production de VLDL (lipoprotéines de trés faible densité) par le foie (Kirpichnikov et al., 2002).
Son action a I’échelon moléculaire pourrait s’exercer via une protéine kinase activée par I’AMP,
I’AMPK (AMP-activated protein kinase), par inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale et a
I’augmentation d’AMP (Zhou et al., 2001 ; Guillausseau, 2003). La metformine est neutre ou
favorable au plan pondéral ainsi qu’elle n’entraine aucune stimulation de la sécrétion d’insuline
(pas de risque hypo-glycémique) (Halimi et al., 2008). Les effets secondaires sont des troubles
digestifs (bénins mais fréquents: anorexie, nausées, vomissements, diarrhée) et I’acidose lactique,
par accumulation d’acide lactique due a I’inhibition de la néoglucogenése. Cette complication est
rare avec la metformine mais grave: la mortalité est de 30 a 50 % (Guillausseau, 2003).La
durabilité de son effet ainsi que son efficacité sur le contréle glycémique et la courbe pondérale ont
été globalement en faveur de la metformine comme monothérapie de premiere intention pour le
traitement du DT2 (Halimi et al., 2008).

6.2.1.4. Les glitazones/ thiazolidinediones.

Les glitazones (pioglitazone, roziglitazone) ou thiazolidinediones représentent une nouvelle
classe thérapeutique. Insulinosensibilisateurs purs agissent en activant des récepteurs nucléaires, les
PPARy (Peroxisome Proliferator Activated Receptor y) principalement exprimés dans le tissu
adipeux, et expriment leurs effets métaboliques par leur intermédiaire (Girard, 2001 ;
Guillausseau, 2003). Les glitazones entrainent la différenciation de jeunes adipocytes, ce qui
conduit a une baisse des acides gras libres circulants, a une diminution de I’insulinorésistance
musculaire et de la production hépatique de glucose, ainsi qu’a la baisse de certaines cytokines pro-
inflammatoires (Yki-Jarvinen, 2004). En monothérapie, leur activité hypoglycémiante est plus
faible que celle des sulfonylurées et de la metformine. Les effets secondaires sont une rétention
hydrosodée responsable de prise de poids, d’cedemes et d’anémie par hémodilution, avec risque
d’aggravation d’une insuffisance cardiaque (Guillausseau, 2003).

8
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6.2.1.5. Les inhibiteurs des a-glucosidases.

Deux molécules de cette classe thérapeutique sont actuellement disponibles : I’ Acarbose et le
Miglitol. Se sont des inhibiteurs compétitifs et réversibles des a-glucosidases intestinales : enzymes
hydrolysant les poly-, oligo- et disaccharides en monosaccharides absorbables (glucose, fructose).
Ces pseudotétrasaccharides d’origine bactérienne jouent un rdle de faux substrat, retardant ainsi
I’hydrolyse des glucides complexes et réduisant I’hyperglycémie postprandiale. Le traitement de
premiere intention en monothérapie par I’acarbose ou le miglitol provoque une diminution de
I’HbAlc de 0,2 a 1 %, lls sont donc moins efficaces dans cette indication que la metformine et les
insulinosécrétagogues (Tielmans et al., 2007p2). Certains auteurs suggérent de les réserver aux
patients dont I’hyperglycémie postprandiale est prédominante (Monnier et al., 2003). Ainsi, dans
des situations d’échec secondaire des insulinosécrétagogues ou de la metformine, I’ajout d’acarbose
ou de miglitol améliore le contrdle glycemique (Salman et al., 2001).Leurs effets secondaires sont
digestifs (jusqu’a 50 % des cas) : flatulence, météorisme, diarrhée (Guillausseau, 2003). Ces
troubles sont minimisés par une posologie progressive qui permet a la flore bactérienne de s’adapter
au traitement. Elles s’améliorent généralement au cours du temps mais peuvent nécessiter la

réduction des doses (Tielmans et al., 2007p2).

6.2.1.6. « Les Gliptines » les inhibiteurs de la dipeptidyl-peptidase-4 (DPP4).

Constituent la premiere approche visant a restaurer I’effet incrétine chez le DqT2. Deux
inhibiteurs compétitifs puissants et sélectifs de la DPP4, aussi nommées « gliptines », sont
actuellement disponibles: la sitagliptine et la vildagliptine. La baisse attendue de I"'HbALlc est de 0,6
a 1,1 %, et plus si ’HbAlc de départ est supérieure a 9 ou 10%. lIs offrent deux avantages :
I’absence de tout risque d’hypoglycémie (grace a leur effet glucodépendant sur les cellules a et 3
des flots) et la neutralité pondérale (ou parfois une discréte perte de poids). Enfin, les inhibiteurs des
DPP4 sont d’un maniement particulierement simple, leur utilisation ne nécessitant aucune
adaptation posologique avec une tolérance remarquable par rapport aux sulfamides et aux glinides,
Ainsi ils entrent en concurrence avec ces médicaments au stade de I’échec de la monothérapie

initiale par metformine (Halimi et al., 2008).

6.2.1.7. Les analogues du GLP1.

Le recours a des analogues du GLP1 résistant a I’action des DPP 4 et reproduisant les effets
de I’hormone, constitue une seconde approche visant a restaurer I’effet incrétine chez le DgT2. A ce
jour, le seul analogue disponible est I’exenatide, une forme synthétique de I’exendine-4, peptide
isolé a partir de la salive d’un lézard venimeux d’Arizona, qui offre une analogie de structure de

52% avec le GLP1. Il ne peut s’administrer que par voie sous-cutanée (Halimi et al., 2008). la

9
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réduction d’HbA1c est de 0,8% a 1,7% associée a une perte de poids de 1,75 a 3,8 kilos a la dose
de deux fois 10ug par jour en injection sous-cutanée (DeFronzo et al.,, 2005 ; Zinman et al.,
2007). Le risque d’hypoglycémie est faible et méme nul, cependant, ils peuvent entrainer des effets
indésirables, principalement d’ordre digestif, en particulier des nausées et des vomissements
survenant chez 10 & 30% des patients en début de traitement. Des anticorps antiexenatide
apparaissent chez environ 40% des patients traités mais sans effet délétere connu a ce jour (Halimi
et al., 2008).

6.2.1.8. Les analogues d’Amyline (Le Pramlintide).
Le pramlintide est un analogue synthétique de I'amyline une hormone sécrétée par la Cellule
B. 1l est administré par voie sous-cutané avant le repas, ralentit la vidange gastrique, inhibe la
production du glucagon dans un mode glucodépendant et, d'une maniére prédominante, diminue
I’hyperglycémie postprandiale (Schmitz et al., 2004). Dans les études cliniques, I’ HbAlc a été
diminué de 0.5 a 0.7 % (Riddle et al., 2007). L’effet secondaire clinique majeur de ce médicament
est de nature gastro-intestinale. Environ 30% de participants traités dans les essais cliniques ont
développé des nausees, cet effet secondaire a tendance a diminuer avec le temps pendant la
thérapie. La perte du poids associée avec ce médicament est environ de 1 & 1.5 kg aprés 6 mois de
traitement; comparable a I’exenatide (Nathan et al., 2009).

6.2.1.9. L’insuline.

Les patients DQT2 peuvent avoir recours a une insulinothérapie transitoire ou nécessiter une
insulinothérapie définitive. L’insulinothérapie transitoire est nécessaire dans les situations de stress
ou certaines situations aigués tel est le cas d’une infection grave, d’un accident sévere
cardiovasculaire, d’un séjour en réanimation ou en période chirurgicale. Qui contre-indiquent la
poursuite des ADO et rendent le traitement par insuline obligatoire afin de contréler rapidement
I’hyperglycémie pour diminuer la morbi-mortalité. En revanche, L’insulinothérapie définitive est un
« concept thérapeutique » assez récent mais souvent nécessaire a moyen terme chez les patients
DqT2 (Virally et al., 2005), elle doit étre debutée lorsque I’'HbAlc dépasse 7 % malgré une
utilisation optimale des ADO (Hartemann-Heurtier, 2007).

10
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Tableau 2 : Traitement hypoglycémiant du diabéte de type 2(Nathan et al., 2009 ; Halimi et al.,
2008).

Traitement : Diminution Avantages Inconvénients
Mécanisme d'action de 'HbA1c (%)
Traitement non médicamenteux : | 1,0-2,0 Nombreux bénéfices Effets de courte durée souvent <1 an
Hygiéne de vie (diminuer le poids Cott faible
et augmenter I'activité physique)
Metformine : 1,0-2.0 Absence d’hypoglycémies, | Troubles gastro-intestinaux,
Réduction de la production Neutralité pondérale, contre indiqué si insuffisance rénale,
hépatique de glucose Cott faible. Rarement: acidose lactique
(1-3/100 000 patients/année)
Sulfonylurées : 1.0-2,0 Rapidement efficace. Prise de poids modérée, hypoglycémie
Stimulation de la sécrétion Cott faible particuliérement par le (glibenclamide ou
endogéne d’insuline chlorpropamide) ++ +.
Insuline : 1,5-3.5 Le plus efficace. 1a 4Injections /jour, autocontroles,
Substitution de I'insuline endogene Pas de limite de dose, hypoglycémies + + +, prise de poids,
Cout faible, Amélioration | (les analogues ont un prix éleve)
du profil lipidique
Thiazolidinediones : Modulation | 0.5-1.4 Effets bénéfiques sur Rétention hydrosodée,
du PPARy. le profil lipidique, prise de poids, prix élevé, fracture osseuse,
Réduction de 'insulinorésistance diminution potentiel augmentation potentiel de
de I'infarctus du myocarde | I'infarctus du myocarde (roziglitazone).
(pioglitazone)
Analogues du GLP-1 : Stimulation | 0,5-1,0 Perte de poids, 2 Injections/ jour,
de la sécrétion d'msuline lors Absence d’hypoglycémies | effets gastro-intestinaux fréquents,
d’une augmentation de la glycémie rares cas de pancréatite,
peu d’expérience a long terme,
prix élevé.
Inhibiteurs des a-glucosidases. 0,5-0.8 Neutralité pondérale, Effets gastro-infestinaux fréquents,
Retardement de Iabsorption  de Absence d’hypoglycémies. | administration 3 fois / jour,
glucose. prix elevé,
Réduction de I'hyperglycémie post-
prandiale.
Contréle de I"appetit,
Réduction de I'apport calorique
Glinides. 1-1,5 Rapidement efficace Prise de poids, hypoglycémie +,
Stimulation de la sécrétion effets gastro-intestinaux fréquents,
endogéne d'insuline administration 3 fois / jour, prix élevé.
Gliptines. 0,5-0.8 Effets neutres sur le poids, | Administration 2 4 3 fois / jour,
Inhibition de la DPP-IV, ainsi absence d’hypoglycémies | peu d’expérience a long terme,
dégradation réduite du GLP-1 prix élevé
et du GIP, donc stimulation
indirecte de la sécrétion d’insuline
Pramlintide. 0.5-1.0 Perte de poids 3 Injections/ jour,
inhibe la production effets gastro-intestinaux fréquents,
du glucagon dans un mode glucose- peu d’expérience a long terme,
dépendant, prix elevé,
et d'une maniére prédominante
diminue les excursions
du glucose postprandial
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6.2.2. Le traitement non hypoglycémiant.
Ce traitement est aussi indispensable que celui de I’hyperglycémie pour prévenir les

complications micro- et surtout macrovasculaires (Guillausseau, 2003).

6.2.2.1. Les Hypolipidémiants.

Le Traitement des dyslipoprotéinémies comporte les objectifs thérapeutiques suivants :
concentration de LDL-cholestérol fixée entre < 160 et < 100 mg/dl en fonction de différents
parametres (&ge, sexe, facteurs de risque cardiovasculaire associés, antécédents familiaux
d’athérome précoce, HDL-cholestérol) (Guillausseau, 2003), mais il est probable que « le plus bas
est le mieux » (idéalement < 75 mg/dl ou 1,9 mmol/l) (Scheen et Paquot, 2009). Taux de
triglycérides < 150 mg/dl chez I’lhomme et < 100 chez la femme. En premiére intention, les Statines
sont indiquées lorsque le LDL-cholestérol seul est augmenté, un Fibrate est indiqué en présence
d’une augmentation des triglycérides et d’une diminution du HDL-cholestérol (Guillausseau,
2003). La prescription d’une statine est maintenant unanimement recommandée en présence d’un

DT2, indépendamment de la présence d’une dyslipidémie (Rydén et al., 2007).

6.2.2.3. Les Antihypertenseurs.

Le contréle de la pression artérielle doit étre trés strict chez tout patient DgT2 (Scheen et
Paquot, 2009). Les valeurs cibles sont < 130/80 mm Hg (ADA, 2008), et méme, si possible,
< 125/75 mm Hg en présence d’une néphropathie débutante (dont témoigne la présence d’une
microalbuminurie ou d’une protéinurie) (Rydén et al., 2007). Le traitement de 'HTA souvent
associée au DT2 comporte initialement un inhibiteur de I’enzyme de conversion de I’angiotensine
(IEC), ou un antagoniste sélectif des récepteurs de I’angiotensine Il (ARA2 ou Sartan) titré jusqu’a
la dose maximale tolérée ou recommandée. Associé dans un deuxieéme temps, selon les résultats, a
d’autres classes : blogqueurs des canaux calciques, B-bloquants, diurétiques, hypotenseurs centraux
(Guillausseau, 2003 ; Scheen et Paquot, 2009).

6.2.2.4. Les Antiagrégants plaquettaires.
Tout patient coronarien et/ou DqT2doit bénéficier d’un antiagrégant plaquettaire, pour la
prévention des complications cardiovasculaires, en premiere intention une faible dose d’acide
acétylsalicylique (Aspirine) en raison de la balance « codt /efficacité /sécurité ». Indépendamment

de I’existence d’antécédents cardiovasculaires (Scheen et Paquot, 2009 ; Rydén et al., 2007).
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1. Historique.

Les sulfamides ou les sulphonamides ou plus précisément les sulfonamides constituent une
classe médicamenteuse importante, ils ont une place particuliére dans I’histoire de I’antibiothérapie,
et des antidiabétiques oraux (Supuran et al., 2003).

Le développement des sulfamides a débuté par les travaux du chimiste allemands Paul Gelmo
qui a synthétisé la sulfanilamide en 1906 (Kaempffert, 1950 ; Jarrott, 2004; Julius et Comroe
1976). Les propriétés antibactériennes des sulfamides en particulier le prontosil, premier sulfamide
antibiotique, ont été découvertes en 1932 par le médecin allemand Gerhard Domagk (Domagk,
1957). Peu aprés La publication de cette découverte en 1935, des chercheurs francais (J Tréfouél,
MT Tréfouél, F Nitti et D Bovet) a I'lInstitut Pasteur de Paris ont montré que L'activité thérapeutique
du prontosil, qui est inactif in vitro, s'exprime in vivo, apres scission de la molécule et libération
du para-amino-benzéne-sulfonamide (la sulfanilamide) (Schwartz, 2007), qui servira dans
les années suivantes comme structure de base a la synthese de différents sulfamides antimicrobiens
(Montanaro, 1998). Ces médicaments ont été les premiers agents efficaces utilisés comme
antibiotiques chez I’homme en 1935. lls ont ouvert I’ére moderne des traitements anti-infectieux, 6
ans avant la premiere utilisation de la pénicilline en 1941 (Bastides, 1998), ils ont également
engendré des médicaments importants pour le traitement de diabete. (Smith et Jones, 2008) apres
que Marcel Janbon et al, en 1942, a Montpellier ont observé que un nouveau sulfamide appelé (VK
57 ou 2254 RP), destinée a traiter la fievre typhoide et la brucellose, a provoqué des accidents
hypoglycémiques inattendues parmi une trentaine de patients traités avec des doses élevées
(Janbon et al., 1942) Rapidement, les expérimentations animales ont permis a Auguste
Loubatiéres de suspecter que cet effet hypoglycémiant était d0 a une stimulation de
I’insulinosécrétion (Loubatiéres, 1944) Cependant, ce n’est qu’une quinzaine d’années plus tard,
aprés la redécouverte fortuite de I’action hypoglycémiante des sulfamides antibactériens, en
Allemagne que I’application au traitement du diabete sucré a pu étre développée (Radermecker,
2005). Au printemps 1954 devaient se produire a Berlin des événements similaires a ceux qui
s’étaient produits une décennie plus tét a Montpellier. Franke et Fuchs observerent qu’un nouveau
sulfamide, le BZ 55 ou carbutamide, testé dans le traitement de diverses infections bactériennes,
provoquait une hypoglycémie chez les sujets normaux (Loubatieres-Mariani, 2007), il est devenu
Le premier médicament sulfonylurée antidiabétique utilisée d'une maniere clinique (Smith et
Jones, 2008 ; Zimmerman, 1997) Cette activité plus loin a été exploitée dans le développement de
la classe de médicaments connu génériqguement comme les sulfonylurées antidiabétiques, ou les

sulfamides hypoglycémiants oraux (Smith et Jones, 2008 ; Radermecker, 2005).
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2. Définition.

Les sulfamides hypoglycémiants (SH) ou Les sulfonylurées (SU) est La premiere classe
d'agents antidiabétiques oraux (ADO) (Virally et al., 2007), Disponibles depuis plus 50 ans pour la
prise en charge du DT2 (Silverberg et Ligaray, 2008). Ce sont des aryl-sulfonylurées substituées
présentant une grande homogénéité structurale. La structure chimique de base responsable de I’effet
hypoglycémiant est I’aryl-sulfonylurée (Fig.1). Les groupements (R; et R;) interviennent sur
la lipophilie de la molécule, déterminent sa puissance et sa durée d’action (Blicklé, 1999).
Ces médicaments augmentent I’insulinosécrétion en se lient a un récepteur (SUR-1) associé a des
sous-unités protéiques (Kir 6.2) d’un canal potassique K+ Sensible a I’ATP au niveau de la cellule
B pancréatique, cette liaison bloque les canaux potassiques (K+) et ainsi provoque une séquence
d’événements qui meénent a I’exocytose des granules d'insuline (Virally et al., 2007 ; Smith et
Jones, 2008). Cet effet est induit physiologiquement, par I'augmentation du rapport ATP/ADP qui
résulte du métabolisme de glucose dans la cellule (B) et ainsi, les SU n’interviennent pas dans la
synthése de la proinsuline. Mais elles potentialisent I'effet physiologique de glucose (Virally et al.,
2007). L’usage de ces insulinosécrétagogues résulte en une baisse absolue moyenne de
I’lhémoglobine glyquée (HbALc) de 1.1% a 1.9 % (Miser, 2007).

3. Structure chimique.

Les sulfamides hypoglycémiants (SH) possedent tous une structure chimique commune.

R1©SOZ—NH—CO—NH—R2

Figure 1: la structure chimique commune des sulfamides hypoglycémiants (Blicklé, 1999).

4. Propriétés physicochimiques.

La plupart des SH se présentent sous forme d’une poudre blanche ou tres légerement colorée,
cristalline, inodore, peu ou pas soluble dans I’eau. La solubilité des sulfamides est influencée par
le caractére lipophile du groupement phényle et de ses substituants, ainsi que par les propriétés
hydrophiles du groupement SO,-NH-CO-N (Blicklé, 1999).

14



lére Partie : Synthese Bibliographique Chapitre 11 : les sulfamides hypoglycémiants

5. Classification.

Elles sont classées en trois groupes (Tab.3), sulfamides de premiere, deuxiéme et troisieme
génération (Tielmans et al., 2007p1).

Tableau 3 : Classification et Caractéristiques pharmacocinétiques générales des sulfamides
hypoglycémiants (Blicklé, 1999 ; Tielmans et al., 2007p1).

Sulfamides Nb de prises | Dose Demi-vie Duree Liaison Meétabolites Voie élimination
Hypoglycémiants | (jour) (mg/24 heure) | d’élimination d’action Protéines

(heure) (heure) (%)
1™ génération
Carbutamide | 500-3 000 45 - 75 Actifs + mactifs | Rein
Tolazamide - 100-1000 7 - - Inactifs Rein
Tolbutamide 23 500-2 000 312 12 95-97 Inactifs Rein (100 %)
2™ génération
Glibenclamide 13 1,25-15 10-16 1 9 Actifs + inactifs | Rein (50 %) + foie
Gliclazide 80 12 40320 12 A 94 Inactifs Rein (60-70 %) + foie
Glipizide 23 2,540 37 A 92-99 Inactifs Rein (80%) + foie
Glibornuride 12 2575 5-12 % 95 Inactifs Rein (65 %) + foie

3™ génération

Glimépiride 1 1-8 > 24 heures > heures | 99 Actifs + inactifs | Rein (60 %) + foie
Gliclazide 30MR 1 30-120 Libération prolongée | >24 heures | 94 inactifs Rein (60-70%) + foie
Glipizide GITS 1 5-20 Libération prolongée | >24 heures | 92-99 inactifs Rein (80%) + bile

6. Caracteristiques pharmacocinétiques genérales.

Les SH sont des acides faibles, totalement ionisés au pH physiologique. Pour la majorité
d’entre eux, I’absorption digestive est presque compléte, Ils sont fortement liés aux protéines
plasmatiques, surtout a I’albumine, ce qui explique leur faible volume de distribution. La plus part
des SH sont fortement biotransformés au niveau hépatique en métabolites le plus souvent inactifs, a
I’exception de ceux du carbutamide, glibenclamide et glimépiride. Les métabolites actifs
éventuellement générés ne participent pas a I’effet hypoglycémiant, sauf si une insuffisance rénale
conduit a leur accumulation. Enfin, leur élimination est principalement urinaire, mais la voie biliaire

joue un réle non négligeable pour certains d’entre eux (Blicklé, 1999 ; Tielmans et al., 2007p1).

7. Mécanisme d’action.
7.1. Effet insulinosécréteur.
Pour comprendre le mécanisme d’action des SH, il convient de rappeler brievement la
physiologie de la sécrétion d’insuline par les cellules B —pancréatiques (Fig.2). Le glucose sanguin,
stimulus principal de I’insulinosécrétion, pénétre dans la cellule B par I’intermédiaire d’un

transporteur spécifique (GLUT-2). Le glucose intra-cellulaire est alors métabolisé, apres différentes

15



lére Partie : Synthese Bibliographique Chapitre 11 : les sulfamides hypoglycémiants

étapes (glycolyse, cycle de Krebs), en pyruvate avec génération d’ATP. L’augmentation du rapport
ATP/ADP entraine la fermeture d’un canal potassique ATP-dépendant spécifique (kir 6.2).
Cette fermeture permet la dépolarisation de la membrane cytoplasmique, engendrant I’ouverture
des canaux calciques voltage-dépendantes et I’afflux intracytoplasmique massif de calcium.
L’augmentation intracellulaire de la concentration en calcium (Ca®") déclenche I’exocytose
des granules d’insuline (Scheen, 2004).

_ ®
Arginine

p s

Insuline

Leucine et

autraa substrats Glucose

Figure 2 : Stimulation de la sécrétion d’insuline par la voie dépendante des canaux K* sensibles
a I’ATP (Magnan et Ktorza, 2005).

GK : glucokinase, GLUT 2 : glucose transporter 2, 1 a 6 : les différentes étapes du couplage stimulus-sécrétion.

Les SU exercent leur effet hypoglycémiant en augmentant la libération d'insuline par les
cellules B du pancréas (Loubatiéres, 1944). Plus récemment, le mécanisme moléculaire exact par
lequel les SU entrainent la sécrétion de l'insuline (Fig.3) a été élucidé (Aguilar-Bryon, 1995). Ces
molécules stimulent I’insulinosécrétion en se liant a des récepteurs membranaires spécifiques
(SUR1), exprimé sur la membrane plasmique des cellules . Ces récepteurs avec les canaux
potassiques ATP-dépendant (k arp) faisant partie d’un complexe transmembranaire constitué de 4
sousunités Kir (Kir 6.2 dans les cellules ), associées chacune a un récepteur SUR régulateur,
quelque fois connu sous le nom de récepteur aux SU (SUR-1). Cette liaison spécifique conduit a la

fermeture des canaux potassiques, et ainsi, a la réduction de I'efflux potassique K*, qui provoque
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une dépolarisation membranaire et une activation des canaux calciques voltage-dépendants.
L’influx secondaire d’ions Ca?* dans la cellule entraine une augmentation de la concentration du
Ca”* cytosolique libre, qui déclenche I'exocytose des granules sécrétoires contenant I’insuline
(Scheen, 2004 ; Zimmerman, 1997 ; Loubatieres-Mariani, 2007 ; Blicklé et Brogard, 1998 ;
Virally et al., 2007; Cheng et Fantus, 2005).Contrairement a la stimulation physiologique par le
glucose, I’insulinosécrétion déclenchée par les SU n’est pas régulée par la glycémie, ce qui explique

le risque hypo-glycémique observé en clinique (Radermecker, 2005).
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Figure 3: Stimulation de I’insulinosécrétion par les sulfonylurées et les glinides (Cheng et Fantus,
2005).

7.2. Effets additionnelles.

7.2.1. Effets extra-pancréatiques.

Certains effets extra-pancréatiques ont été mis en évidence in vitro avec des concentrations de
SH excédant souvent largement celles atteintes en thérapeutique pour bloquer les canaux K
de la cellule B (Blicklé et Brogard, 1998). La contribution de ces effets extra-pancréatiques directs
(c.-a-d. dans le foie et les muscles) a I’action hypoglycémiante reste incertaine mais généralement
est pensé pour étre d'une signification cliniqgue mineur (Andrew, 2003). In vivo, sur le model
animal et dans les études cliniques, il est difficile de distinguer entre les effets directs sur les tissus
et les effets indirects produit par le renversement de la gluco- et lipotoxicité liee a I’lamélioration
du contrble glycémique et/ou a un effet propre de SH. En outre, chez I’animal pancréatectomisé
ou chez le sujet diabétique insulinodépendant aucun effet significatif du traitement par les SH n’a
été démontré (Blicklé et Brogard, 1998 ; Andrew, 2003). D’autre part, il est de plus grande
signification clinique la reconnaissance que quelques SH pourrait exercent aussi des effets sur
les cellules du muscle lisses cardiaques et vasculaires (Andrew, 2003).
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7.2.2. Potentialisation d’action de I’insuline.

La potentialisation d’action de I’insuline par les SH au niveau musculaire et adipocytaire
semble démontrée. L’un des effets le mieux documenté est I’augmentation de I’activité de la
glycogéne-synthase musculaire en présence de gliclazide. Sa participation a I’effet thérapeutique
reste néanmoins hypothétique (Bak et al., 1989).

Au niveau hépatique, le glipizide et le glibenclamide pourraient réduire I’extraction hépatique
de I’insuline et ainsi augmenter sa disponibilité en périphérie. Inversement, cette réduction de
I’extraction hépatique de I’insuline pourrait diminuer leur influence sur la suppression de la
production hépatique de glucose et ainsi majorer I’hyperglycémie a jeun, apportant une explication
a certains effets paradoxaux observeés lors des traitements par de fortes doses de SH (Wahlin-Boll
etal., 1982).

7.2.3. Effets sur les lipides.

La Dyslipidémie est extrémement un phénoméne commun au cours du DT2. Le modeéle le
plus fréguent est une concentration haute de triglycérides et une concentration basse de lipoprotéine
de haute densité (HDL) cholestérol. Le degré de dyslipidémie est lié, en partie, au contrble
glycémique, ainsi, toute thérapie qui améliore le contrle améliorera aussi le profil lipidique. Les
études ont montré des effets variables du traitement par les SU sur les lipides, mais il est tres
difficile de séparer les effets du contrdle glycémique de ceux des SU. Généralement, les malades
qui subissent une thérapie par des SU ont une tendance a prendre du poids (Zimmerman, 1997).

8. Site d’action « Les canaux potassiques Katp ».
8.1. Composition moléculaire.

Les études qui ont mené a la caractérisation moléculaire des canaux Kate (Eliasson et al.,
1996 ;Wajchenberg et al., 1992) ont permis de mettre en évidence qu’ils étaient formés de 2 types
de sous-unités, nommées respectivement Kir6.2 et SUR1. La sous-unité Kir fait partie d’une
famille de canaux potassiques (K) a “rectification entrante”, en anglais “inwardly rectifying” (ir),
dont il existe une grande variété dans tout le regne animal. La variante 6.2 est celle présente dans
les cellules . Quatre de ces sous-unités, arrangées (Fig.4), forment le pore du canal. Cet ensemble
est entouré de 4 sous-unités régulatrices appelées SUR1. “SUR” signifie “Sulfonylurea Receptor”,
car cette protéine a été isolée comme étant le “récepteur” des SU (Seltzer, 1965). Ce récepteur est,
en fait, destiné & une molécule endogéne qu’a été mise en évidence par Virsolvy-Vergine et al en
1992 et qu’ils ont appelée “endosulfine” (Groop, 1992). Le récepteur (SUR) appartenait a une
famille de protéines aptes a lier ’ATP, appelées protéines ABC (ATP binding cassette) dont on
connait a ce jour une centaine de représentants, transporteurs d’ions, de glucides, d’acides aminés
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ou de peptides. Ces protéines possedent 2 sites intracellulaires hydrophiles de liaison a I’ATP et
plusieurs segments transmembranaires hydrophobes ayant la capacité de reconnaitre et de lier des
substrats spécifiques (Blicklé et Brogard, 1998).

8.2. Fonctionnement.

Le fonctionnement du canal KATP, a savoir son ouverture ou sa fermeture, donc la possibilité
de I’ion potassium K de s’échapper de la cellule, est régulé par le rapport ATP/ADP qui dépend du
métabolisme du glucose mais dont la fermeture peut également étre obtenu indépendamment par
liaison d’une SU dans un contexte pharmacologique (ou de I’endosulfine dans un contexte
physiologique) sur la sous-unité SUR. On comprend, des lors, que les SU peuvent, dans une
certaine mesure, remplacer le glucose dans sa capacité a stimuler la sécrétion d’insuline, capacité
qui est diminuée dans le DT2 (Bataille, 2002).

K Kirg.=

EMC

Figure 4 : Canal potassique sensible a I’ATP : sites de fixation de I’ATP, des sulfonylurées et des
glinides (Magnan et Ktorza 2005).

A. Représentation schématique de I’insertion du canal potassique sensible a I’ATP dans la membrane de la cellule B. B :
site de fixation des glinides ; A : site de fixation des sulfonylurées (gliclazide) ; N : site de fixation de I’ATP.

B. Coupe transversale du canal montrant le complexe octamérique dans la membrane constitué de quatre sous-unités
SUR 1 entourant quatre sous-unités Kir 6.2. L’ensemble ménage un pore dans la membrane qui permet le passage

du potassium.

8.3. Différents types de canaux k atp présents dans I’organisme.
Il existe, dans divers tissus (essentiellement le systeme nerveux central, les cellules des Tlots
de Langerhans, le cceur, les muscles squelettiques et les muscles lisses) plusieurs variants de canaux

Kartp, variants moléculaires qui dérivent de la combinaison de 2 sous-types possibles de protéine
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Kir (Kir6.1 ou Kir6.2) et de 3 sous-types possibles de protéine SUR (SUR1, SUR2A ou SUR2B).
Comme indiqué dans le (Tab. 4).Bien entendu, une combinaison différente de protéines peut avoir
une pharmacologie différente, c’est-a-dire réagir differemment a des molécules-ligands. Le site de
liaison des SU étant présent sur la protéine SUR, il était légitime d’attendre des différences
éventuelles dans I’affinité de diverses molécules en fonction du sous-type de protéine SUR. C’est
effectivement ce qui a été observé (Bataille, 2002).

Tableau 4 : les différents types de canaux k arp présents dans I’organisme (Bataille, 2002).

Sous-unités Localisation Fonction

SUR-1/Kir 6.2 Pancréas Sécrétion d’insuline
cerveau ?

SUR-2A/kir6.1 | ? ?

SUR-2A/kir 6.2 | Ceeur Cardioprotection Anti-ischémie
Muscle squelettique

SUR-2B/kir 6.1 | Muscle lisse vasculaire Relaxation

SUR-2B/kir 6.2 | Muscle lisse non vasculaire Relaxation

9. Spécificité vis-a-vis Les récepteurs SUR1 pancréatiques.

Des travaux in vitro (Nagashima et al., 2004 ; Dabrowski et al., 2001) ont montré que les
SU n’avaient pas, aux concentrations thérapeutiques, une affinité de liaison aux récepteurs SUR1 et
SUR2 identique. Pouvaient étre ainsi classées en 2 groupes. Les SU du 1" groupe (tolbutamide,
gliclazide) sont appelés B-sélectifs car ils ne ferment aux concentrations thérapeutiques que les
canaux pancréatiques (Kir 6.2/SUR1). En revanche, Les molécules du 2™ groupe (glibenclamide,
glimépiride) sont non B-sélectives car, aux concentrations thérapeutiques, elles bloquent également
les récepteurs vasculaires et coronaires (Kir 6.2/SUR2). Cette action sur le myocarde peut étre
délétere car susceptible de supprimer le préconditionnement myocardique a I’ischémie, mécanisme

physiologique efficace de protection tissulaire contre I’ischémie (Tielmans et al., 2007p1).

10. «Puissance».

La puissance hypoglycémiante des différents SU est étroitement corrélée a la constante
d’affinité de chacune des molécules au récepteur SUR. Plus cette constante est forte, moins la dose
(quantité exprimée en mg) de la SU considérée doit étre élevée pour exercer le méme pouvoir
hypoglycémiant. Ce concept explique les différences posologiques par comprimé (par exemple,
2,5 mg de glibenclamide ou 80 mg de gliclazide) (Radermecker, 2005).
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11. Action sur les différentes phases de I’insulinosécreétion.

En réponse au glucose intraveineux, la sécrétion d’insuline normale revét un aspect
diphasique. Une premiére phase ou phase précoce est immédiate, correspond a de I’insuline
préformée et dure 10 min. Lui fait suite une deuxiéme phase ou phase tardive, d’augmentation
progressive et durant aussi longtemps que le stimulus glucose est appliqué. Le tolbutamide, le
glipizide, et le gliclazide ont un effet physiologique (effet “tolbutamide-like”), stimulent
preférentiellement la phase précoce. Cependant, d’autres SU, comme le glibenclamide et le
glimépiride, ne stimulent que la deuxiéme phase (effet “glibenclamide-like”). Cette action sur les
différentes phases de I’insulinosécrétion peut étre bénéfique ou problématique. Dont, I’lamélioration
de la premiére phase permet de corriger la glycémie post-prandiale, alors que, la stimulation de la
phase tardive seule expose probablement a un risque hypoglycémique plus élevé (Tielmans et al.,
2007p1l).

12. Effets indésirables.

Les effets secondaires principaux des sulfonylurées sont I’hypoglycémie et le gain de poids,
Habituellement, ce sont des médicaments bien tolérés, et il est rare que les malades rapportent des
réactions allergiques ou des intolérances gastro-intestinal contre ces médicament (Virally et al.,
2007).

12.1. Hypoglycémie.

Vu leur mécanisme d'action fondamental. L’Hypoglycémie est I'effet adverse majeur des
sulfonylurées. Cette complication est liée au fait que les SU n’augmentent pas réellement la
sensibilité de la cellule B au glucose, mais majorent d’un facteur constant (la fermeture des canaux
potassiques) la sécrétion d’insuline pour les différentes concentrations sanguines de glucose
(Blicklé et Brogard, 1998). Ce risque d'hypoglycémie est associé a tous les sulfonylurée (Cheng et
Fantus 2005), il dépend des caractéristiques pharmacocinétiques (temps de I'élimination, activité
de métabolites), de la réversibilité et de la puissance de la liaison du médicament au récepteur
(Virally et al., 2007).

12.2. Gain du poids.

Une augmentation du poids corporel a été attribuée communément a la thérapie par
les SU, mais cela est également vrai pour la plupart de médicaments utilisés pour la prise en charge
du diabéte. Le gain de poids associé a la thérapie par les TZD ou l'insuline est généralement plus
signifiant que celui associé a I’utilisation de SU. Seuls la metformine et I’exénatide semblent étre
épargnés de cet effet secondaire (Green et Feinglos, 2006). Dans 'UKPDS (United Kingdom
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Prospective Diabetes Study), aprés 10 ans de suivi, la moyenne de gain poids a varié entre un
minimum de 1,7 kg pour le glibenclamide pour un maximum de 2,6 kg pour le chlorpropamide
(UKPDS 33,1998). La prise de poids corporel observée avec les SU, est vraisemblablement en
rapport avec l'augmentation des taux de I’insulinémie (Lebovitz, 2001), et peut-étre due en partie a
I'amélioration de l'utilisation du glucose administré et d'une réduction de la glycosurie (Krentz et
Bailey, 2005).

12.3. Effets cardiovasculaires.

Contrairement aux canaux potassiques (SUR1/Kir6.2) au niveau des cellules 3, Les canaux
myocardiques (SUR2A/Kir6.2) sont fermés dans les conditions physiologiques en raison du rapport
ATP/ADP élevé (phénomeéne de préconditionnement myocardique). Cependant, dans le cas d’une
ischémie (diminution ou arrét temporaire de la vascularisation) ou d’une anoxie (un infarctus), la
réduction de I’oxygénation et ainsi la diminution de la concentration intracellulaire d’ATP conduit
a leur ouverture, permettant une fuite de potassium K'et une repolarisation de la membrane, ce qui
remet le systéme dans un état initial. Egalement, il en résulte une réduction de la concentration du
calcium Ca*" cytosolique & I’origine d’une diminution de la contractilit¢ et de la demande
myocardique d’oxygene. En revanche, Si le patient est sous glibenclamide ou une SU équivalente
en termes de spécificité tissulaire, il existe un risque que les canaux myocardiques (SUR2A/Kir6.2)
ne puissent s’ouvrir, supprimant ainsi le caractére bénéfique de ce systeme que I’on peut comparer a
une soupape de sécurité, et majorer les conséquences de I’ischémie sur le myocarde. Les mémes
phénoménes ont été décrits au niveau des cellules musculaires lisses des coronaires
(SUR2B/Kir6.2), dont la vasodilatation au cours de I’ischémie pourrait étre entravée par les SU
(Blicklé, 1999 ; Bataille, 2002).

12.4. Hypersensibilité.

Une réaction allergique ou une réaction d'hypersensibilité a un médicament peut étre définie
comme toute réponse immunologique a un médicament ou un de ses métabolites qui se traduit par
une réaction indésirable (Hemstreet et Page, 2006). Plusieurs médicaments ont le potentiel de
produire des réactions d'hypersensibilité. Apres les B-Lactames (pénicillines et céphalosporines), les
sulfamides antibiotiques sont parmi les causes les plus fréquentes (Dibbern et Montanaro, 2008).
L'apparition de réactions allergiques aux sulfamides dans la population générale a été estimée a
3%. Classiquement caractérisée par une fiévre, une éruption maculo-papuleuse généralisée, et la
toxicité d'un ou plusieurs organes internes (qui peut étre asymptomatique). Cette réaction se
développe généralement entre 7 a 14 jours aprés l'initiation du traitement et de méme résoudre entre

7 a 14 jours apres l'arrét de l'agent causal, D’autre symptdmes plus grave peuvent se produisent
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aussi telles que les réactions anaphylactiques, anaphylactoides, le syndrome de Stevens-Johnson et
la nécrose épidermique toxique mais sont beaucoup moins fréquentes (Slatore et Tilles, 2004).
Outre les sulfamides antibiotiques, plusieurs médicaments ont I’entité sulfonamide (SO,-NH,), y
compris certains médicaments les plus prescrits, comme les diurétiques, les sulfonylurées et les
inhibiteurs de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2). Une différence fondamentale entre ces sulfonamides
est la présence d'un groupe arylamine (-NH;) a la position N4 du cycle benzéne uniquement dans
les sulfamides antibiotiques (Slatore et Tilles, 2004). Ce groupe est pensé pour étre critique dans le
développement des réactions d’hypersensibilité (Hemstreet et Page, 2006).l'absence du groupe
arylamine alors devrait réduire ou élimine le risque de réactivité croisée avec les sulfamides non-
antibiotiques [Strom et al., 2003]. Toutefois, cette question est devenue controversée et continuent
de compliquer la pharmacothérapie par ces médicaments (Brackett, 2007), d’autre part, Les
sulfonylurées (les sulfamides antidiabétiques) elles-mémes peuvent occasionnellement entrainer des
effets indésirables présumés avec des mécanismes immunologiques, les plus souvent différentes
éruptions dermatologiques telles que [l'urticaire, le rash photosensible, et la vascularite
leucocytoclasique. Les symptomes généralement associés a ces médicaments sont assez différents
de ceux qui sont souvent vus avec les sulfonylarylamines (les sulfamides antibiotiques) (Dibbern et
Montanaro, 2008).

13. Place des sulfamides hypoglycémiants dans le traitement du diabéte de type2.

Les SU ont été l'un des piliers de la thérapie du diabéte pendant des décennies. En général,
cette classe de médicaments représente une option abordable, bien toléré, et rapidement efficace
pour la prise en charge du DT2. Cependant, les données de I'UKPDS, ainsi que le corps de
I'expérience clinique, suggerent que les SH en monothérapie n’entrainent pas un controle
glycémique suffisant a long terme. En outre, la variété et le nombre d'autres medicaments
antidiabétiques a augmenté de fagon spectaculaire au cours des dernieres années. Compte tenu de
cette information, ainsi que des préoccupations concernant la sécurité cardiovasculaire de la classe,
le r6le de la thérapie par les SH dans la prise en charge actuelle du diabéte est devenu moins clair
(Green et Feinglos, 2006).

Les recommandations actuelles du traitement pharmacologique « bien validé » du DT2 selon
Le document de consensus de I’ADA-EASD ont considérée la metformine comme le 1 choix
médicamenteux, a instaurer d’emblée chez tout patient Dqt2 (sauf en présence de contre-
indications), obéses ou non. D’autre part, dans une 2°™ étape, ont recommandé soit d’ ajouter un
SH en cas d’échec de la dose maximale tolérée de metformine & abaisser et a maintenir le taux
d’HbAlc < 7 % au bout de 2 & 3 mois, ou I’insuline basale si le taux d’HbAlc >8,5 % pour
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diminuer rapidement I’hyperglycémie. Alors que, les autres traitements antidiabétiques ont été
considérés comme des thérapies moins bien validées (Nathan et al., 2009).

L’utilisation de la metformine comme thérapie de premiére intention est basé sur les
nombreuses études qui ont montré la présence d’une insulinorésistance bien avant I’existence d’un
déficit insulinosécrétoire au cours de I’histoire naturelle du DT2 (la théorie de la décompensation de
la cellule B). Ces études ont amené a proposer, logiquement, de débuter le traitement oral par un
médicament ciblant d’abord le versant insulinorésistance de la problématique (Radermecker,
2005). Cependant ces études n’ont pas pris en compte la cinétique de I’insulinosécrétion et ont donc
ignoré I’abolition du pic précoce, anomalie apparaissant tres tot des les premiers troubles de la
glycorégulation (IG, HMJ). Si cette anomalie est prise en compte, I’introduction rapide dans le
schéma thérapeutique d’un SH rétablissant la premiére phase d’insulinosécrétion rencontre une
certaine logique (Radermecker, 2005 ; Guillausseau et al., 2008). Quoi qu’il en soit, la plupart
des patients ont rapidement besoin de plusieurs antidiabétiques de classes différentes afin
d’atteindre I’objectif glycémique (Radermecker, 2005).en outre, La thérapie de combinaison
traitant les deux défauts pathogénétiques est susceptible d'assurer et maintenir un meilleur contrdle
glycémique aux doses inférieures et avec peu d'événements défavorables (Del Prato et Pulizzi,
2006).

D’autre part, lI'appréciation du réle important des défauts des cellules 3 dans le développement
et la progression de I'hyperglycémie au cours du DT2 a mis en évidence la nécessité de traitements
qui peuvent stimuler la sécrétion d'insuline et préserver la masse de ces cellules. L'introduction
récente de lI'exénatide, un mimétique des incrétines et des inhibiteurs de la dipeptidyl peptidase 4
pourrait offrir de telles opportunités, en élargissant les possibilités thérapeutiques pour le traitement
du DT2 (Ahren et Schmitz, 2004 ; Buse et al., 2004). En outre, l'utilisation concomitante de SH et
de I'exénatide a entrainé d'importantes améliorations du contréle glycémique, ce qui a été associée a
la réduction du poids corporel. Ainsi que, le ratio pro-insuline a insuline a été amélioré, suggérant
une amélioration de la fonction des cellules  (Del Prato et Pulizzi, 2006).

En conclusion, l'avancement dans la formulation et les propriétés non-hypoglycémiantes
établi de certains SH continuent de fournir une opportunité pour un traitement efficace du DT2.
Outre cette forme classique de thérapie, de nombreuses autres sont disponibles et beaucoup plus
sont en cours de développement, de sorte que notre arsenal va croitre. Avec l'augmentation des
options thérapeutiques, il sera le devoir du diabétologue de prendre le plus d’avantage en assurant
le contrdle glycémique et en réduisant le risque de complications diabétiques par la pleine
compréhension des mécanismes d'action et des caractéristiques des agents antidiabétiques (Del
Prato et Pulizzi, 2006).
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1. Nouvelles molécules et médicament antidiabétique.
Dans la présente étude, nous avons évalué, in vivo, les effets de deux nouvelles molécules de la
classe de sulfonamides et comparé avec un médicament antidiabétique commercialisé, le

Glibenclamide sur les parameétres physiologiques, biochimiques chez des souris rendues

diabétiques par la STZ .

1.1. Les nouvelles molécules.
Les nouvelles molécules de la classe de sulfonamides ont été récemment synthétisées par

le Laboratoire de Chimie Organique Appliquée, Groupe de Chimie Bioorganique, de I’Université

Badji Mokhtar, Annaba.
La premiére molécule est le N, N’- Bis (propyl) sulfonamide 83b (HSP 7)

o\\\\/-::-
\\//\N/S\E/\\/

83b

Et la deuxieme est le N, N’- Bis (benzyl) sulfonamide 83a (HSP 13)
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>
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Figure 5 : Structures chimiques des deux nouvelles molécules.

1. 2. Le glibenclamide (DIABENIL®).
Un Sulfonamide hypoglycémiant (sulfonylurée) de 2™ génération (Fig.6).
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Glibenclamide/glyburide

Figure 6: Structure chimique du glibenclamide (Blicklé, 1999).
Cet antidiabétique oral (DIABENIL®, SAIDAL. Algérie) Se présente sous forme d’un

comprimé sécable a 2,5 mg de glibenclamide, dans une boite de 60.
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2. Animaux.

Des souris mus musculus males pesant entre 27 et 35 g ont été ramenées de I’institut Pasteur
d’Alger (Centre d’élevage, Kouba, Alger). Ces animaux ont été regroupés par six dans des cages
collectives, maintenues & une température ambiante et une photopériode naturel .1ls ont été nourris
ad libitum avec un régime standard de croquette (Office Nationale de I’Alimentation du Bétail,
Bejaia) dont la composition est citée au tableau 5, I’eau étant quotidiennement renouvelée.

Tableau 5 : Composition du régime croquette (ONAB Bejaia) (Boudjelal, 2013).

Composants %
Mais 52.80
Son 10.80
Soja 32.10
Calcaire 01.50
Phosphate 00.80
Complément vitaminique 02.00

Avant le debut de I’expérimentation, les souris ont été acclimatées pendant une semaine aux

conditions climatiques de I’animalerie .

3. Induction du diabéte expérimental.

Apreés une nuit a jeun (avec acces libre a I’eau), les souris ont été injectées par voie intra-
péritonéale avec la Streptozotocine (Sigma-Aldrich, USA) a une dose de 150 mg/kg de poids
corporel dissoute dans un tampon citrate 0.1 M de pH = 4.4 fraichement préparée (Liu et al.,
2013).

Pour protéger les souris contre hypoglycémies sévéres produites par la Streptozotocine ; On
les administrées des solutions de 10 % de glucose ou (20 % de saccharose) pendant au

minimum 2 jours apres I’injection de la Streptozotocine,

Apres 5 jours de I’injection de la Streptozotocine I’hyperglycémie a été confirmée en
utilisant un glucomeétre Actif Accu-Chek (Roche Diagnostic, Allemagne). Seuls les souris avec
des taux de glucose sanguin supérieur a 300 mg/dl ont été choisies et utilisés dans cette étude
(Naresh Kumara et al., 2013).
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4. Protocole expérimental.

Les souris ont été aléatoirement réparties en cing groupes, chaque groupe est composé de six

animaux, selon la figure 7.

Souris mus musculus méales (Institut Pasteur Alger)
répartis en 5 aroupes n=6

|

Induction du diabéte par injection intra-péritonéale de
150 mg/kg de STZ

|

CS DNT || DTM | | DT (HSP7)0.6 mg | | DT (HSP13) 0.6 mg

Traitement orale pendant 15 jours (1 fois par jour)
(Nouvelles molécules, médicament et eau)

CS : Contr6le Sain ; DNT : Diabétique Non Traité ; DTM : Diabétique Traité par 0.6 mg/kg p.c. de
glibenclamide ; DT (HSP 7) 0.6 mg: Diabétiques traités par 0.6 mg/kg p.c. de la nouvelle molécule
HSP7 ; DT (HSP13) 0.6 mg : Diabétique Traité par 0.6 mg/kg p.c. de la nouvelle molécule HSP13.

Figure 7 : Protocole expérimental.

Les préparations (nouvelles molécules, médicament) ont été solubilisées dans I’eau distillée
et ont été administrée aux animaux par gavage oral (per os) pendant 15 jours.
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5. Suivi des animaux pendant I’expérimentation.

5.1. Poids corporel.
Les souris ont été pesées chaque 3 jour en utilisant une balance (KERN).

5.2 Glycémie.

La glycémie a été mesurée a jeun chaque 3 jour a I’aide d’un glucomeétre Accu-Chek active.
La prise de sang se fait par incision au niveau de la queue. Les résultats ont été exprimés en
termes de milligramme par décilitre de sang. Le pourcentage de diminution de la glycémie a été

calculé de la maniére suivante :
% de diminution de la glycémie = [(glycémie finale — glycémie initiale) / glycémie initiale] x 100.

(+) : indique une augmentation de la glycémie.

(- : indique une diminution de la glycémie

6. Sacrifice et prélevement des échantillons sanguins.
A la fin des 15 jours du traitement, les souris sont sacrifiés le matin pour éviter I’effet du stress
et a jeun pour éviter la perturbation des parameétres biochimiques par la composition de la

nourriture.

Le sang est immédiatement recueilli dans des tubes héparinés pour le dosage des différents
parameétres biochimiques. Le taux des triglycérides, cholestérol total, cholestérol HDL, cholestérol
LDL, lipides totaux, protéines totales, urée, créatinine, , ASAT, ALAT et ont €té mesurés.

7. Dosage des parametres biochimiques apres sacrifice.

Les différents paramétres biochimiques ont été évalués a la fin de I’expérimentation, sur des
échantillons de plasma & I’aide d’un analyseur automatique de biochimie de type (COBAS
INTEGRA 400 plus).

7.1.Dosage du glucose

Le glucose est mesuré aprés une oxydation enzymatique en présence du glucose oxydase. Le
peroxyde d'hydrogéne formé réagit grace a l'action catalytique d'une peroxydase, avec un phénol et
la 4- amino-phénazone pour former un composé rouge violet de quinonéimine qui sert d'indicateur

coloré, selon les réactions suivantes (Trinder, 1969) :
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Glucose +0, acide gluconique +H ,0,

H.O, +phénol + 4-amino-aptipérine quinonimine + H,O

7.2. Dosage de Triglycérides.
Les triglycérides sont déterminés aprés une hydrolyse enzymatique par les lipases.
L'indicateur est une quinone formée apreés les 4 réactions suivantes (Buccolo et David, 1973 ;
Fossati et Prencipe, 1982).

Triglycérides + H,O Lipoprot€ine “pase> Glycérol + Acides gras libres

' Glycérol ki
Glycérol +ATP ycérol kinase

» Glycérol-3-phosphate +ADP

Glycérol-3-phosphate + O, Glycerol phosphate oxydase: Dihydroxyacétone phosphate + H,0,

. P d .
H,0; + 4-AP + p-Chlorophénol M Quinone + H,O
7.3. Dosage du Cholestérol total.
Le cholestérol présent dans 1'échantillon forme un complexe coloré selon les réactions
suivantes (Allain et al., 1974):

. L g s Cholestérol estérase . .
Cholestérol estérifie +H,O » Cholestérol + Acides gras

Cholestérol oxydase

Cholestérol + O, »Cholest-4-én-3-one +H,0,

2H,0, +Phénol + Amino-4-antipyrine PeLydase, Quinonéimine 4 H,0O
7.4. Dosage des HDL/LDL.

La méthode est directe et sans prétraitement de I’échantillon. Au cours de la premiere phase,
les particules LDL, VLDL et Chylomicrons libérent du cholestérol libre qui, soumit a une
réaction enzymatique, produit du peroxyde d'hydrogéne, lequel est dégradé sous l'effet de la
réaction avec la POD et le DSBmt. Aucun dérivé coloré n'est formé (Beutler, 1984).

7.5. Dosage des lipides totaux.

Les lipides totaux forment avec le phosphovainilline et en présence de I’acide sulfurique
un complexe coloré en rose, I’intensité de sa couleur est proportionnelle a la concentration des
lipides totaux dans I’échantillon (Cottet et al., 1965).
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7.6. Dosage des protéines totales.
La réaction entre les protéines totales du sérum et I’ion de cuivre dans un milieu alcalin
donne un complexe coloré en bleu-violet. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la

concentration des protéines présentées dans I’échantillon (Koller et al., 1984).

7.7. Dosage de I'urée.
La technique utilisée pour la détermination du taux de I'urée est la méthode enzymatique
colorimétrique (Tabacco et al.,, 1979 ; Fawcett et Scott, 1960) utilisant I'uréase selon la

réaction suivante :

Urée+ H,O ﬂ» (NH4+) > +CO,

Les ions d’ammoniac (NH,") formés peuvent réagir avec le Salicylate et I’hypochlorite
(NaClO), en présence d’un catalyseur (Nitroprusside), pour donner un complexe (Indophénol)

coloré en vert.
Nitroprusside

NH," +Salicylate + NaClO » Indophénol

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration de I’'urée présente dans le

sérum.

7.8. Dosage de la créatinine.

La technique utilisée pour la détermination du taux de la créatinine est basée sur la mesure de
la formation d’un complexe colorimétrique entre la créatinine et le picrate alcalin. La vitesse de
formation de ce complexe est proportionnelle a la créatinine présente dans I’échantillon. A
I’aide de cette méthode cinétique, les effets des substances interférentes sont réduits (Butler,
1975 ; Vasiliades, 1976).

7.9. Dosage de I’Aspartate aminotransférase (ASAT / TGO).

L’aspartate aminotransférase (ASAT) précédemment appelée Glutamate oxaloacétate
catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé de I’aspartate au o-cétoglutarate en formant
le glutamate et I’oxaloacétate. L’oxaloacétate formé est en suite réduit en Malate par le Malate
déshydrogénase (MDH) et le NADH (Murray, 1984a).

. ASAT .
Aspartate + a-Cetoglutarate ———» Glutamate + Oxaloacétate

Oxaloacétate + NADH + H* ﬂ, Malate + NAD*
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Le taux de la diminution de la concentration de NADH, mesuré par photométrie, est
proportionnel a la concentration catalytique de I’ASAT présente dans I’échantillon.

7.10. Dosage de I’Alanine aminotransférase (ALAT/TGP).

L’ alanine Aminotransférase (ALAT) ou la transaminase glutamate pyruvate (TGP) catalyse
le transfert réversible d’un groupe aminé de I’alanine au o-cétoglutarate en formant le
glutamate et le pyruvate. Le pyruvate formé est en suite réduit en lactate par le lactate
déshydrogénase (LDH) et le NADH (Murray, 1984b).

. . ALAT
Alanine + o-Cétoglutarate——» Glutamate + Pyruvate

Pyruvate + NADH + H* _=27 | actate + NAD*

Le taux de la diminution de la concentration de NADH, mesuré par photométrie, est
proportionnel a la concentration catalytique de I’ASAT présente dans I’échantillon.

8.Explorations statistique des résultats.

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne * erreur standard (Moy + SD). La
valeur de p < 0,05 est considéré comme significative. A I’aide du test «t » de Student, nous avons
comparé les résultats du lot diabétique non traité par rapport au lot contrdle sain, ainsi que,
en utilisant I'analyse de variance ANOVA suivie d’un test de Dunnett, nous avons comparé les
résultats des lots diabétiques traités par rapport au lot diabétique témoin (non traité), ces
explorations statistiques ont été réalisés grace au logiciel (Graph Pad Prism, Ver.6.03).
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1. Effets des nouvelles molécules (HSP 13) et (HSP 7) sur la glycémie.

L'effet des nouvelles molécules (HSP 13) et (HSP 7) sur la glycémie des souris diabétiques
est présente dans le tableau 6.

Tableau 6 : Effet des nouvelles molécules (HSP 13) et (HSP 7) sur la glycémie

Lots Glycémie (moyenne + SD) (mg / dl) %
Nombre de jours Variation
1 4 7 10 13 de la glycémle
CS 134.50 137.83 138.67 131.00 134.67
+7.23 +7.17 +4.50 +7.67 +8.52 -
DNT 360.70°% 403.30° 442.17° 436.50° 440.20° (+) 22.04
+35.8 +45.6 +20.20 +42.9 +435
DTM 384.50 273.30° 232.33" 162.80° 133.20° (-) 65.35
+22.26 +84.9 +41.5 +28.2 +29.4
DT (HSP 13) 343.20 229.00° 164.50° 137.67° 138.80° (-) 59.55
+29.7 +36.0 +19.94 +22.15 +30.8
DT (HSP 7) 355.30 323.80 429.67 460.50 495.00 (+) 39.31
+27.0 +475 +315 +48.4 +57.8

%p < 0,0001 Lorsque le lot des sains est comparé au lot diabétique controle.

Pp < 0,001 Lorsque les différents groupes diabétiques traités sont comparés au groupe
diabétique contrble.

Les résultats obtenus dans notre étude ont montré que la STZ provoquait apres 5 jours son
injection une augmentation significative de la glycémie chez les groupes de souris diabétiques
(témoin ) par rapport au groupe de souris sains témoins .

aprés du 4eme jour de traitement des souris diabétiques, I’administration
par voie orale de 0.6mg/kg de HSP13et 5mg/kg de glibenclamide a provoquée une baisse
significative(p< 0,001) de la glycémie par rapport au groupe diabétique témoin. Cependant la dose
de 0.6mg/kg HSP7 administrée a aucun effet sur la diminution de la glycémie et la glycémie a
augmentée + 39.31%. Ces résultats montrent une efficacité de HSP13 dans la diminution du taux
de glucose sanguin proche a celle de glibenclamide, ce qui confirme que cette molécule peut étre
considérée comme un nouvelle efficace agent dans le traitement du diabéte .

cette efficacité est due a la structure de cette molécule sulfonylurée qui est responsable de la
mécanisme stimulante de I’insulinosécrétion en se liant a un récepteur membranaire spécifique

(SUR1), exprimé sur la membrane plasmique des cellules B des flots de Langerhan ,Cette action
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emprunte une voie métabolique identique a celle du glucose s(Tielmans et al., 2007p1).au contraire
a la HSP7 qui a aucun effet hypoglycémiant mais au cours la période de traitement on a observée
que les souris traitées par HSP7 a été plus active que les autre souris surtout les diabétiques non
traitées .

2.Effets des nouvelles molécules sur le poids corporel.

L'effet des nouvelles molécules sur le poids corporel des souris diabétiques est présenté dans

le tableau 7.

Tableau 7 : Effet des nouvelles molécules (HSP 13) et (HSP 7) sur le poids corporel.

Lots Poids corporel (moyenne + SD) (g) %
Nombre de jours Variation
1 4 7 10 13 15 du poids
CS 30,83 33,83 34,50 35,83 36,17 36,83 (+) 19,46
+1,72 +3,19 + 3,27 + 3,31 +3,43 + 3,19
DNT 31,67 29,83 29,17 28,50 28,50 27,83 (-) 12,12
+2,25 +2,64 +2,71 +2,88 +2,51 +2,64
DTM 28,17 29,00 28,83 29,50 30,67 31,00 (+) 10,04
+5,19 + 4,86 +5,98 + 6,28 +6,12 +7,16
DT 13 33,00 32,50 32,00 32,50 31,50 31,00 (-) 6,06
+ 3,03 + 2,66 +2,90 + 4,46 + 3,02 +4,20
DT 7 31,67 32,33 31,67 31,33 30,00 30,33 (-) 4,23
+2,16 +1,96 +2,25 +2,16 + 2,36 + 3,01

Un gain de poids corporel normal a été observé dans les groupes CS, DTM .Cependant, I’injection
de la STZ induisait un diabéte caractérisé par une perte du poids corporel significative
(p<0,05)chez les souris diabétiques témoins(non traitées ) (- 12,12%).

Les résultats ont montré un perte modéré de poids chez les souris traitées par HSP13et
HSP7 car les sulfonylurées sont responsables d’une discréte prise de poids(Halimi et al., 2008) qui
cachent la dégrée des processus cataboliques et permettent de corriger le perte de poids. la
diminution du poids est due a des processus cataboliques tels que la glycogénolyse, la lipolyse et la
protéolyse (Féry et Paquot, 2005) aussi la carence en insuline ou I’insulinorésistance peut étre
responsable d’une hyperlipidémie, car I’insuline, a une action inhibitrice vis a une enzyme clé pour

la biosynthese du cholestérol (Goodman et al., 1985).
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3.Effet des nouvelles molécules sur les différents parametres biochimiques

Le tableau 8regroupe les résultats obtenus des différents paramétres biochimiques dosés apres le
sacrifice des souris

Tableau 8: Effet des nouvelles molécules (HSP 13) et (HSP 7) sur les parameétres biochimiques
apres le sacrifice des souris.

Parameétres Lots
CS DNT DTM DT 13 DT 7
Glycémie(mg/dl) 107 ,16 + 4.66 | 445 + 31,17 124,66 + 11.09 130,66 + 11.12 494,16 + 6,24
Triglycérides 63,33 7,63 180 12 80 £ 15 86 +20 103 £30
(mg/dL)
Cholestérol total 103 .33+14 271 +41 118 +24 114 +13 135.66 £12.59
(9/L)
HDL (mg/dL) 68 £7 98 £11 83 +14 75+0,13 80 £16
LDL (mg/dL) 8 +4 61 +7 14 +0,10 17 +15 24 +8
Lipides totaux 3,64 +£0,16 5,84 £0,52 4,18 £0,24 4,43 £0,37 4,93 +0,76
(9/L)
Protéines totales 55,40 +3,49 45,42 + 4,17 51,18 +7,60 55,02 +3,25 51,55 +3,01
(9/L)
Urée (mg/dL) 36 +3 45+ 7 36 +6 32 +4 27 5
Créatinine 0,408 + 0,027 0,495 +0,082 0,296 +0,069 0,240 + 0,037 0,306 +0,070
(mg/dL)
TGO (UI/L) 123,33 £ 8,80 154,67 £10,89 122,50 + 9,46 121,33 £9,50 135,00 £14,2
TGP (UI/L) 86,17 + 3,06 136,33 +12,86 98,33 +7,53 102,50 + 9,65 119,00 +12,90

Les valeurs sont la moyenne + écart type (n= 6 rats).

Apres le traitement des rats diabétiques par les sulfonamides HSP13 et HSP7 pendant deux
semaines et aprées leur sacrifice; I’analyse des résultats a montré une diminution significative de la
concentration sérique du glucose chez les souris traitées aux doses 0.6 mg, 5mg /kg du poids
corporel de HSP13 et glibenclamide par rapport aux souris DNT au contraire a la HSP7 qui a aucun
effet hypoglycémiant.
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Figure 8 : Effet des traitements sur la glycémie . Les résultats sont exprimés en moyenne +
SD ,n=6, *P < 0.05 ;****P<0.0001 .

Les résultats obtenus révelent aussi une augmentation bien claire de la concentration sérique
du profil lipidique chez les souris diabétiques non traités. Cette augmentation peut s’expliquer par
la dégradation intense des tissus adipeux.

L’administration orale des HSP13 et HSP7 et glibenclamide aux doses 0.6 mg et 5 mg/kg de p.c. a
diminué significativement la cholestérol total,LDL, la lipidémie et le taux sérique des triglycérides
chez les souris diabétiques sauf que la diminution de la lipidémie est non significative pour la
HSP7.

DT7
DT13
DTM

DNT

CS ks =
(o] 50 100 150 200 250
triglycérides(mg/dl)

Figure 9 : Effet des traitements sur la concentration sérique des triglycérides. Les résultats
sont exprimés en moyenne = SD ,n=6 .**P < 0.01 ;****P<0 .0001 .
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Figure 10 : Effet des traitements sur la concentration sérique des lipides totaux. Les résultats

sont exprimés en moyenne + SD ,n=6. **P < 0.01.

LDL(mg/dI)

Figure 11 : Effet des traitements sur la concentration sérique des LDL. Les résultats sont exprimés
en moyenne £ SD.
**P < (.01 ; ***P<0.001 ;****P<0.0001 .
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Figure 12 : Effet des traitements sur la concentration sérique des HDL. Les résultats sont exprimés

en moyenne £ SD. ***P<0.001.
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Figure 13 : Effet des traitements sur la concentration sérique du Cholestérol total. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SD.**P < 0.01 ; ***P<0.001 .

chez le lot diabétiqgue non traité une augmentation de la teneur sérique en urée et en
créatinine a été remarquée et considérée comme marqueurs du nephropathie ou du
dysfonctionnement rénal(Almdal et Vilstrup .,1988), L’administration orale des HSP13 et HSP7
et glibenclamide a diminué significativement les concentrations de la créatinine et d’urée causée

par le diabete.

urée(mg/dl)

Ccs DNT DTM DT13 DT7

Figure 14 : Effet des traitements sur la concentration sérique de I’Urée .Les résultats sont

exprimés en moyenne =+ SD. *P <0.05.
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Figure 15 : Effet des traitements sur la concentration sérique de la Créatinine des différents

groupes .Les résultats sont exprimés en moyenne + SD. *P < 0.05; **P < 0.01.

En revanche le taux sérique des protéines totales est diminué chez les souris diabétiques
mais la diminution est modéré chez les souris traitées car la diminution des protéines totales est
associé avec le perte de poids et la dégradation des protéines structurales en acides aminés (Al-
Attar et Zari.,2010).
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Figure 16: Effet des traitements sur la concentration sérique des protéines totales.Les

résultats sont exprimés en moyenne = SD. **P <(0.01.

En ce qui concerne les parametres enzymatiques, nous avons remarqué une augmentation de
I’activité des transaminases (TGO et TGP) dans le sérum des souris diabétiques non traités par
rapport & celle du control. Ce qui explique I’accumulation des acides aminés dans le sérum
provenant de la dégradation des composés protéiques du corps. De ce fait, ces acides aminés

comme I’alanine et le glutamate dans le sérum peuvent se transformer sous I’action des
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transaminases sériques en composes carboxyliques tel que I’a cétoglutarate et le pyruvate. Ce qui
implique alors une forte activité enzymatique de TGO et TGP .
le traitement des souris diabétiques par glibenclamide HSP13 et a rétablit les valeurs a la
normale cependant la valeur de TGP du groupe HSP13ou la diminution est significative mais n’
atteint pas la normal , aussi les résultats des valeurs des souris traitées par HSP7 ne
montrent aucun diminution significative de TGO et TGP , L'augmentation du taux des TGP signe
en effet une cytolyse hépatique(Valdiguié.,2000).

200-

TGO UL

cs DNT DTM DT13 DT7

Figure 17 : Effet des traitements sur la concentration sérique de TGO des différents groupes
.Les résultats sont exprimés en moyenne + SD. *P < 0.05; ****P < 0.0001 .
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Figure 18 : Effet des traitements sur la concentration sérique de TGP des différents groupes .Les
résultats sont exprimés en moyenne = SD. **P <0.01 ; ***P<0.001 .
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Conclusion

A la lumiére des résultats obtenus, on peut conclure que le nouveau sulfamide,
le N, N’- Bis (benzyl) sulfamide (HSP 13)a 0.6 mg/kg est doué d’une activité anti-
hyperglycémiante, en outre, il a montré une action hypolipidémiante, il a diminué le catabolisme
protéique et amélioré les fonctions rénale et hépatique perturbées par le diabéte.

le N, N’- Bis (propyl) sulfamide (HSP 7) n’a pas montré aucun effet d’activité antidiabétique .

Ce travail reste préliminaire et peu indicatif sur la puissance et I’efficacité antidiabétique
réelle de nouveau sulfamide HSP 13. Par conséquent, la réalisation des recherches ultérieures
durant longue période qui comportent une étude toxicologique sur les souris une autre espéece
animale  ou méme des cellules B-pancréatiques humaines sera d’une importance cruciale afin
d’évaluer I’efficacité de cette molécule sur le contrdle glycémique a longue terme, rechercher des
éventuelles effets indésirables tels que I’hypoglycémie sévere ou les altérations cardiovasculaires et

enfin, déterminer la dose thérapeutique maximale.

le N, N’- Bis (propyl) sulfamide (HSP 7) n’a pas montré aucun effet d’activité

antidiabétique mais la porte rest ouvert pour explorer des autres activités.
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Annexe



1. Variations de la glycémie (mg/dL).

Annexe

Lots code j1 j4 J7 j10 J13
CS \Y 140 148 136 139 143
\AY} 137 144 141 129 131
RV 124 137 146 118 120
BR 128 128 133 138 142
B 143 136 139 129 134
N 135 134 137 133 138
MOQY CS 134.50 137.83 | 138.67 131.00 134.67
DNT B 388 396 454 443 434
R 395 453 440 430 405
RR 321 322 436 356 378
\ 391 426 447 481 495
N 317 429 468 453 473
VR 352 394 408 456 456
MOY 360.67 403.33 | 442.17 436.50 440.17
DNT
DTM B 361 296 232 172 127
\ 425 308 247 181 186
RN 387 360 293 198 147
BR 372 315 232 126 114
NRR 388 118 164 132 106
VR 374 243 226 168 119
MOY 384.50 273.67 | 232.33 162.83 133.17
DTM
DT13 | B 395 204 194 124 108
VR 314 232 145 161 195
BR 318 210 182 127 146
RVR 332 187 152 105 117
R 346 259 166 147 139
N 354 282 148 159 128
MOY 346.17 229.00 | 164.50 137.67 138.83
DT13
DT7 R 364 251 429 502 547
N 385 398 482 466 562
3R 310 314 418 527 527
B 339 318 446 451 439
\ 374 320 391 414 468
RV 360 342 412 403 427
MOY 355.33 323.83 | 429.67 460.50 495.00
DT7




2. Variations du poids corporel (g)

lots code Jl | J4 J7 J10 | J13 | J15
CS \% 31 34 35 36 36 37
\AY 31 34 35 35 36 36
RV 28 29 30 32 33 33
BR 30 33 34 38 39 40
B 33 39 40 41 41 41
N 32 34 33 33 32 34
DNT B 28 26 26 24 26 24
R 32 29 28 29 29 29
VR 33 29 28 28 27 28
RR 33 30 30 28 29 27
N 34 34 34 33 33 32
VR 30 31 29 29 27 27
DTM B 24 24 25 26 28 28
\Y 25 28 25 27 26 26
RN 28 26 26 24 26 24
BR 23 26 24 25 27 28
RNN 35 36 37 37 38 39
VR 34 34 36 38 39 41
DT13 ' B 37 36 35 36 33 32
VR 30 30 29 28 30 27
BR 35 34 34 36 34 36
RVR 34 34 34 36 33 32
R 29 29 28 26 26 25
N 33 32 32 33 33 34
DT7 R 35 35 34 34 34 34
N 32 34 34 33 31 34
3R 30 31 31 30 29 30
B 31 31 32 31 29 29
\% 33 33 31 32 30 28
RV 29 30 28 28 27 27

Annexe




Annexe

3.Parametres biochimiques

lots |IND| GLY |TGg/l | Cht|HDL |LDL|LT | Ur | Cr | PT | GTO | GTP
mg/dl g/l | gl g/l | g/l | g/l |mg/ll| g/l | UL | U/L

Cs |1 101 | 0.68 | 1.18 | 0.68 4 0.06 | 3.84|0.38| 45 | 542 135 85
1 109 | 0.74 | 122 0.79 | 0.14 | 3.68 | 0.30 | 3.9 | 49.7| 118 | 90

1 106 | 0.62 | 0.89 | 0.56 | 0.01 |3.40  0.39 3.7 | 553 | 124 | 82

1 115 0.57 | 094 | 0.64 | 0.09 [3.79 | 0.35| 4.0 | 59.4 | 132 | 84

1 105 | 0.66 |1.05 0.72 | 0.07 1 352|041 4.2 587| 119 87

1 107 | 053 | 092 0.69 | 0.11 | 3.64|0.37 | 4.2 | 551| 112 | 89

DNT |2 432 | 1.78 | 242 098 | 0.64 1548 |0.45| 6,2 | 50.2 | 168 | 136
2 481 | 1.94 | 3.22|1.09 | 0.72 |6.20|0.31 | 4,1 |38.2| 151 | 120

2 456 | 1.86 | 2.65 0.86 H 0.66 H 5.67|0.46 | 5.7 |46.4 | 149 | 138

2 406 | 1.61 | 2.10| 0.88 | 0.49 | 510|052 | 4.6 |485 | 167 | 124

2 477 | 1.89 | 3.08 | 1.14 | 0.57 | 6.45|0.49 4.8 |44.2 153 | 154

2 418 | 1.73 | 2.79 | 0.94 | 0.62 | 6.22 | 0.47 | 4.3 |45.0| 140 | 146
DTM | 3 145 | 0.85 | 1.58 | 1.06 | 0.22 1 4.64 0.43 | 2.0 659 122 | 110
3 125 | 0.77 |1.02| 0.84 | 0.06 | 4.05/0.36 | 3.0 | 46.0| 116 | 98

3 123 094 | 127 082 |0.18 424043 4.0 50,8| 134 @ 104

3 119 | 0,51 |0.88| 0.62 | 0.02 [3.93|0.25 | 25 [45.0| 125 | 90

3 112 1 092 |1.24 089 | 0.28 ' 4.15/0.38 | 3.4 486| 108 & 92

3 124 | 0.84 |1.09| 0.80 | 0.09 [ 4.09/0.34 | 29 |50.8| 130 | 96

DT |4 132 1 0.84 | 130 0.71 | 0.42 428 0.27 2.0 549| 125 98
13 |4 129 | 0.57 | 0.98| 0.66 | 0.05 |5.10/0.30 | 2.4 499 | 126 | 93
4 137 | 1.00 |1.14 102 | 0.08 4.28 0.28 | 3.0 | 559 | 105 | 109

4 148 | 1,13 |1.18 | 0.72 | 0.23 | 4.62 | 0.38 | 2.0 | 56.8 | 116 | 103

4 118 | 0.95 |1.26| 0.80 | 0.26 | 430 1 0.35| 2.6 | 53.2| 124 | 94

4 120 | 0.68 [ 0.98 | 0.64 | 0.03 |4.02|0.36 | 2.4 | 59.4 | 132 | 118

DT7 |5 499 | 1.17 | 1.32 | 0.65 | 0.12 |5.20|0,21 | 2.0 |46.1 127 | 125
5 502 | 1.59 | 157 1.07 | 0.32 | 6.32|0,36 | 4.2 |52.7| 135 | 123

5 487 | 0.77 | 1.28 | 0.76 | 0.29 | 4.46 | 0,23 | 3.1 |50.2 | 114 | 106

5 489 | 0.85 | 1.37| 0.72 | 0.34 | 4.15|0,27 | 3.0 |53.6| 156 | 112

5 490 | 0.88 | 1.32 | 0.69 | 0.20 | 4.66 |0.29 2.9 |524 143 | 140

5 498 | 0.94 | 140 092 | 0.18 |4.82|0.31| 3.2 |54.3| 135 | 108

Parameétres biochimiques :

Gly : Glycémie. Ur:Uree. Cr:Créatinine.  PT : Protéine totale. ChT : Cholestérol total. TG:
Triglycérides. LT : Lipides totaux. ASAT/TGO : Aspartate aminotransférase. / Transaminase
glutamo-oxaloacétique. ALAT/TGP: Alanine aminotransférase. / Transaminase glutamo-pyruvique.
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