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ملخص
الهدف من هذا العمل هو دراسة وتقديم تأثير مادة السيلينيوم (Se) على كميات الليبيدات وكذلك الإجهاد التأكسدي عند الفئران مصابة مخبريا بمرض السكري.
وهي عبارة عن دراسة مخبرية أجريت بالمخبر على 28 فئرا ذكر، من الصنف  Musculusلمدة 30 يوما الموزعة على أربع مجموعات ذو سبع فئران في كل مجموعة.
المجموعة الأولى: التي تعتبر كشاهد (TS). 
المجموعة الثانية: تمت معالجتها بحقن تحت الصفاق بمادة السيلينيوم (TTSe) بكمية (1.89 ملغ/كغ/يوم).
أما المجموعتين الأخيرتين فتم إصابتها بالسكر مخبريا بحقن تحت الصفاق 150 ملغ/ كغ من مادة الألوكسان وهي جرعة وحيدة.
أحدهما فيما بعد تم معالجته بحقن (1.89 ملغ/كغ/يوم) بالسيلنيوم وهذا لمدة ثلاثين يوما «وهذه المجموعة قد تمت معالجتها مسبقا بحقن تحت الصفاق (1.89 ملغ/كغ/يوم) من السيلينيوم لمدة عشرة أيام»
- النتائج أثبتت أن الحيوانات المصابة بالسكري غير المعالجة شهد الزيادة في الوزن بشكل كبير بما في ذلك اختلال واضح في استقلاب الجلوكوز، كمية الدهون، بحيث وجدنا فرقا في نسبة السكر في الدم، الكولسترول الكلي، الغليسدات الثلاثية، كما بينت انخفاضا شديدا في نشاط الإنزيمات المضادة للأكسدة (GPX, CAT) ومستوى الغلوتاثيون (GSH)، مع ارتفاع في نشاط (GST) ونسبة (MDA) المالونديالدهيد.
- إن المعالجة بمادة السيلينيوم أدت إلى ضبط المعايير البيوكيميائية التي تمت دراستها مع حماية أنسجة القلب من تأثير الجذور المؤكسدة التي سببها الألوكسان.
وفي الأخير إن هذه الدراسة أثبتت أن معالجة الفئران التي تمت إصابتها بالسكري بمادة السيلينيوم أدت إلى خفض المضاعفات التي يسببها مرض السكري، وبالخصوص أمراض القلب والشرايين الناتجة عن ارتفاع نسبة السكر في الدم.

[bookmark: _GoBack]الكلمات المفتاحية: مرض السكري، الإجهاد التأكسدي، السيلينوم، المعايير البيوكيماوية.
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Abstract
The dissertation examines and evaluates the effect of selenium on oxidative stress as well as studies the amount of fat in diabetic rats. The experiment has been made on 28 male rats form the Musculus type for 30 days, they were divided into 4 groups of 7 : We had the witness (TS), witness injected with  sodium selenite (TTSe), we have 2 groups infected with diabetes after injecting intra peritoneally (150 mg/kg.bw) with the Alloxan element. In this experiment on of the infected groups is injected with sodium selenite (2 mg/kg.bw/d) for 10 days right before injecting the Alloxan. 
The results proved that the non-treated diabetic rats experienced an increase in weight dramatically, including the discription evident in the glycise rate and fat intake. We found also an over growth in the percentage of glycose in blood as well as a dramatic decrease in the activity of antioxidants enzymes (CAT,GPx) and a low in GSH with an increase in GST activity and MDA rate. The results proved also that treating diabetic rats with sodium serenity led to the effect of anti disease dosed on improving all the criteria studied with biochemical's to protect cardiac tissue from damage resulted from damage resulted from injecting Alloxane. To sum up, the study shows that the selenium element has an anti diabetes effectiveness and helps avoiding complications, particularly, he seas and diabetes related to arteries.

Key words: Diabetes, Oxidative stress, Selenium, Biochemical parameters
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Résumé
L’objectif de ce travail est d'étudier et d'évaluer l'effet du sélénium sur le bilan lipidique et du stress oxydant chez les souris diabétiques.	
Il s'agit d'une étude expérimentale menée au laboratoire sur 28 souris mâles de la souche Musculus répartis en 04lots de sept (07) souris chacun dont le premier lot sert de témoin (TS), le second est un lot traité par injection intra péritonéal du sélénium a raison de1.89 mg/kg/j (TTSe), les 02 derniers lots sont rendus diabétiques par injection intra péritonéale de 150 mg/kg d'alloxane (dose unique). Un lot diabétique est traitépar1.89 mg/kg/j de sélénium par voie intra péritonéale et ceci pendant 30 jours (ce lot a subi un prétraitement par intra péritonéal 1.89 mg/kg/j du sélénium pendant 10 jours).
 A partir de l'analyse des résultats, on a observé que les souris diabétiques non traités présentent une augmentation significative du poids corporel. L'injection de l'alloxane a provoqué également une perturbation très claire du métabolisme glucidique, lipidique et protéique traduisant par une augmentation du taux sanguin de glucose, du cholestérol total, triglycérides, lipides totaux  et une diminution de la défense antioxydant ; GSH, GPx et CAT, avec augmentation du taux de MDA et l’activité de la GST dans le tissu du cœur. 
Le traitement par le sélénium à presque normaliser les paramètres biochimiques étudiés, avec protection du tissu cardiaque des attaques radicalaires provoquées par l’alloxane. 
Enfin, la présente étude montre que le traitement des souris diabétiques par le sélénium prévient les complications et plus particulièrement les maladies cardiovasculaires induites par l’hyperglycémie.

Mots clés: Diabète, Stress oxydant, Sélénium, Paramètres biochimiques.
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Introduction
Le diabète sucré se caractérise par une hyperglycémie. L’hyperglycémie prolongée s’accompagne d’une production accrue des radicaux libres (Dunstan et al., 2002), qui s’accumulent dans l’organisme et provoquent des altérations  des défense antioxydants avec une augmentation de la peroxydation lipidique suite à l’interaction entre les ERO et les membranes cellulaires ou sous-cellulaires(Sebbagh et al.,2007).Ces anomalies représentent un important facteur de risque des maladies cardiovasculaires (MCV) (Maahs et al.,2001).
Heureusement l’organisme possède tout un arsenal d’enzymes qui permettent de lutter contre le stress oxydant (Kota et al., 2008). Ils agissent comme piégeurs de radicaux libres, et inhibent la peroxydation lipidique et d'autres processus radicalaires, contribuant ainsi à protéger le corps humain de plusieurs maladies attribuées aux réactions des radicaux libres (Awe et al., 2013).
Le sélénium est reconnu en tant qu’élément essentiel au métabolisme humain : il a un rôle antioxydant biologique très actif via un nombre important de protéines. Le sélénium est par ailleurs un élément ambivalent: carence et toxicité existant dans un intervalle de concentration particulièrement étroit. Contrairement à certaines régions naturellement riches en sélénium (aux USA par exemple), les sols européens sont plutôt pauvres (Plant et al.,2003).
De nombreuses études scientifiques se focalisent sur les conséquences d’une carence légère en sélénium. Elles visent à améliorer la compréhension des multiples rôles du sélénium dans l’organisme. (Ducros et Favier., 2004; Fordyce.,  2005; Rayman., 2008).
Partant de ce constat, notre recherche est consacrée à l’étude de l'effet de la supplémentation du  sélénium sur les paramètres biochimiques sanguins (glucides, lipides), paramètres du stress oxydant tissulaires (GSH, GPx, CAT, GST), et un produit de la peroxydation lipidique (MDA), et c’à  dont le but est de prévenir les maladies cardiovasculaires chez le diabétique.
Pour cela on a fixé quelques buts à attendre
· Effet du  diabète  sur les paramètres biochimiques sanguins et tissulaires.
· Effet du Sélénium sur les paramètres biochimiques sanguins et tissulaires.
· Effet opposé du Sélénium sur la prévention des perturbations du métabolisme glucidique, lipidique et  la défense antioxydant au cours du diabète.
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I. Généralités sur Le diabète sucré
I.1. Définition
Le diabète sucré est une maladie métabolique caractérisée par une hyperglycémie (Galtier., 2010; Jean et Durano., 2011). Lorsque la glycémie à jeun, est  supérieure à 1,26 g par litre, la personne est considérée diabétique. Cette maladie est incurable, mais peut néanmoins être traitée efficacement (Buysschaert et al., 1999;  Raccah., 2004).
On distingue généralement deux grands types de diabète, l'un associé à une carence en insuline, et l'autre à un défaut d'utilisation de cette hormone. La première forme de diabète, appelée insulino-dépendant (DID) (ou de type 1), semble être une combinaison de plusieurs facteurs ; une perturbation du système immunitaire, une infection souvent virale et une certaine prédisposition génétique. Dans le cas du diabète de type 1, le pancréas produit peu ou pas  d'insuline, ce qui entraîne une augmentation de glucose sanguin. 
Dans la deuxième forme de diabète, appelée non insulino-dépendant (DNID) (ou de type 2), il y a une incapacité de l'organisme à utiliser l'insuline sécrétée par le pancréas. L'excès du poids et l'hérédité sont des facteurs favorisant son développement (Jean  et Durano., 2011).
Deux autres formes de diabète, moins fréquentes mais aussi importantes, sont rencontrées: le diabète gestationnel qui peut se développer chez une femme enceinte et le diabète secondaire, qui peut être provoqué par différentes affections ou par la prise de certains médicaments (Lefebvre., 1988; Jean et Durano., 2011). 
I-2-Diabète expérimental
Le diabète expérimental consiste à provoquer, chez l’animal, un état comparable au diabète sucré, en vue de mieux comprendre le diabète sucré de l’homme ou de trouver de nouvelles thérapies (Wright et al., 1980).
Il comprend plusieurs modèles.
I-2-1-  Diabète induit par le régime alimentaire
L'alimentation hypercalorique est l'une des premières hypothèses qui a été avancée pour expliquer l’émergence de diabète (Louala et Lamri., 2013; Glauser., 2007). Par exemple :le rat des sables Psammomy sobesus, la souris Spiny (Acomys chirinus) (Glauser., 2007; Alimentation et nutrition humaines.,  2013).



I-2-2- Souris transgéniques
Les techniques de génie génétique ont permis d'obtenir des animaux permettant l'étude du diabète. Le modèle le plus utilisé est le rat Zucker, les souris NOD (non-obese diabetic). Il présente une obésité, une insulino-résistance, une hyperinsulinémie, une hyperlipidémie mais une glycémie normale. Son pancréas est hypertrophique, hyperplasique et hypersécrétoire.
On peut également inactiver certains gènes codant pour des molécules intervenant dans le métabolisme insulinique, et observer les résultats obtenus concernant:
- la réduction de l’activité de la glucokinase dans les cellules B.
- la suppression du transporteur de glucose "knock out GLUT4 mice" (Evans., 2007).
- l’expression de l’insuline humaine.
- l’expression de l’amyline humaine.
- l’expression de l’aldose réductase humaine.
- la surexpression de l’IGF (Insulin-likeGrowth Factor): Les pancréas des souris génétiquement manipulées avaient une masse accrue de cellules bêta et des taux élevés d’ARNm d’insuline. L’organisation des cellules dans les îlots pancréatiques était perturbée, avec une distribution aléatoire des cellules productrice de glucagon dans le corps de l’organe pancréatique. Ces souris transgéniques semblent donc être un bon modèle d’étude du processus qui conduit au diabète de type 2 (Caducee., 2000).
I-2-3-Diabète induit par pancréatectomie
Le diabète expérimental par pancréatectomie n’est plus très utilisé pour des raisons de difficultés techniques et aussi parce que la pancréatectomie supprime, non seulement la sécrétion d’insuline ce qui est le but recherché, mais aussi celle d’autre hormone comme le glucagon produit par les cellules α des îlots de langerhans et qui ’est impliqué dans le métabolisme glucidique (Alimentation et nutrition humaines.,  2013).
I-2-4-Diabète induit par des substances chimiques
I-2-4-1-Diabète induire par l’alloxane
a-Définition
L’Alloxane ou 2, 4, 5, 6 Tétraoxypyrimidine de formule C4H2N2O4 est un agent oxydant fort excentre une activité cytotoxique sur les cellules β par le produit de sa réduction, l’acide diallurique (Grankvist et al., 1981; Carvalho et al., 2003).
 L’alloxane inhibe la sécrétion de l’insuline glucose-dépendante et augmente la perméabilité des membranes des cellules β (Watkins D et al., 1964; Zheng et al., 2008).


Il établit un cycle d’oxydoréduction avec formation de radicaux superoxydes, associé à l’internalisation de fortes doses de calcium dans le cytosol provoquant ainsi la destruction rapide des cellules β(Ammon et al., 1983; Lenzenet al., 1996 ). Cet effet délétère est inhérent à la vulnérabilité de ces cellules au stress oxydatif en raison d’une part, de leur pauvreté en Cu++/Zn++ super oxyde dismutase, en catalase et en glutathion peroxydase, d’autre part au faible contenu en glutathion réduit (Grankvist et al., 1981). 
I-2-4-2-Diabète induit par la streptozocine
a-Définition
La streptozocine ou 2-Deoxy-2-[[(methylnitrosoamino)-carbonyl] amino]-Dglucopyranose est un antibiotique isolé à partir de Streptomyces achromogenes (Emre., 2007) de bouillon de fermentation (Alejandro et al ., 2002).
C’est une glucosamine nitrosé, qui entraîne un effet cytotoxique sélectif des cellules β des îlots de Langerhans (Anderson et al., 1974; Povoskiet al., 1993; Zheng et al., 2008).
I-3-Toxicité du glucose 
L'effet délétère de l'excès de glucose sanguin s'exerce au niveau des tissus cibles, par différentes voies biochimiques (figure 01): la voie des polyols, la glycation, la voie la protéine kinase C, (Robertson et al., 2007; Sharma et Alonso., 2014) .
I-3-1-Voie des polyols
 L'activation de cette voie aboutit en particulier à la formation en excès de fructose, favorisant ainsi la glycation. D'autre part, la consommation de NADPH est à l'origine d'un stress oxydatif potentiellement toxique (Kerlan et Alfediam., 2003). 
I-3-2-Voie des AGE
L'hyperglycémie chronique aboutit à la glycation des protéines à l'origine des produits de glycation avancée (AGE). Cette augmentation des AGE peut alors être soit un simple marqueur d'hyperglycémie chronique, soit être à l'origine d'une toxicité. Il semble que les AGE soient responsables d'altérations. En effet, ils sont à l'origine d'une stimulation permanente de transcription génique (Kerlan et Alfediam., 2003).
I-3-3-Voie de la protéine kinase C (PKC)                     
L'activation de cette voie aboutit à la formation de diacylglycérol (DAG) qui aboutit à  l’activation des protéines kinase C (PKC), et augment la production de ROS par NADPH oxydase ( Kerlan et Alfediam., 2003).


I-3-4-Voie de l'hexosamine
L'activation de cette voie aboutit à une augmentation de Glucosamine-6-Phosphate qui stimule à son tour l'expression de gènes tels que PAI-1 et TGF-ß1, favorisant probablement le développement de complications en particulier vasculaires et rénales (Kerlan et Alfediam., 2003).
[image: ]
Figure 01: Mécanisme possible du blocage de quatre voies de lésions par hyperglycémie (Hammes et al., 2003)
La glycotoxicité est caractérisée par la génération des radicaux libres conduisant à un stress oxydant.


II-Rappel sur le stress oxydant et les radicaux libres
2-Stress oxydatif
2-1-Définition
Dans «stress oxydatif », le mot « stress »n’a pas la même signification que le stress psychique ou psychosocial, il s’agit d’une agression chimique oxydative, de notre organisme. (Atamer et al, 2008).Il se définit comme   un déséquilibre entre la production d'espèces réactives et leur élimination par le système de défense antioxydant ( Pasquier., 1995).
Ce déséquilibre peut provenir de diverses origines : inflammation, un déficit nutritionnel en antioxydants ou même une exposition environnementale à des facteurs prooxydants (tabac, alcool, médicaments rayons gamma, rayons ultraviolets, pollution atmosphérique, métaux toxiques) (Valko et al., 2007). 
2-2-Radicaux libres
Sont des espèces chimiques (atomes ou molécules) qui possèdent un ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe et capables d’existence indépendante (Halliwell., 1989). 
2-2-1- Type des radicaux libres
Les radicaux libres peuvent être formés par trois procédés :
1. Addition d’un électron libre à un non radical (NR + e-→ R˙);
2. Perte d’un électron par un non radical (NR – e- → R˙);
3. Scission homolytique d’une liaison covalente (A:B → A˙+B˙) (Evans et al., 2002; Chavane et Melinkeri., 2013).
Il existe majoritairement deux grandes familles d’espèces réactives:
2-2-1-1-Radicaux libres oxygénés (ROS)
Les "espèces réactives de l’oxygène" sont des dérivés de l’oxygène dont certains électrons se trouvent dans un état énergétique excité, donc (très) réactionnel; certains de ces dérivés portent un électron non apparié (= radicaux libres) (Cesar et al., 2012).
Les radicaux libres l’oxygène incluent les radicaux libres comme l’anion super oxyde (O2•-) et le radical hydroxyle (OH•) et des composés réactifs oxydants non radicalaires (sans électrons libres dans leur couche externe) comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2), l’oxygène singlet  (1O2).
[image: ]Figure 02:Intermédiaires réduits de l'oxygène. Les quatre étapes de la réduction mono électronique de l'oxygène (Gardèsetal., 2003).
a-  radical anion superoxyde O2•
Est la forme réduite de l'oxygène moléculaire par la réception d'un électron, c'est le premier radical formé lors du transport des électrons au niveau de la chaine respiratoire (Harman., 2000; Sisein., 2014).
La principale source est l'explosion oxydative des cellules phagocytaires entrées en contact avec des antigènes ou des immun-complexes, les cellules phagocytaires connues pour produire le radical superoxyde sont les polynucléaires neutrophiles, les polynucléaires éosinophiles, les monocytes et les macrophages.
O2 + e- → O2
L'anion superoxyde O2• joue un rôle très important dans la génération  d'autres
radicaux libres tels que l’ H2O2, le radical (OH•) et l'oxygène singlet 1/2 O2• (Stief., 2003).
ONOO– + H+→OH• + NO2
L'anion superoxyde capable de réagir avec l'oxyde nitrique pour former le (ONOO–) qui est capable de donner par la suite des composés très toxiques comme le radical hydroxyle et le dioxyde nitrique (Helliwell., 1996; Sisein., 2014).
b-Radical hydroxyle HO•
Les radicaux hydroxyles sont les radicaux libres de l’oxygène les plus réactifs qui puissent se produire dans le domaine biologique. Ils se forment à partir du peroxyde d’hydrogène selon deux processus. Le premier, lors de la réaction de Fenton, mettant en jeu le peroxyde d’hydrogène et des métaux de transition tels que le fer et le cuivre. Le deuxième processus de formation fait intervenir l’anion superoxyde selon la réaction dite d’Haber-Weiss. (Duarte et Jones., 2007; Van Helden et al., 2009; Sayre et al., 2008; Kohen  et Nyska.,  2002).
𝐇𝟐𝐎𝟐 + Fe+2→OH- + HO. +𝐅e+3 (Réaction de Fenton)
𝐇𝟐𝐎𝟐+ O2.- → HO. + O2 + OH-  (Réaction de Haber-Weiss)
Le radical hydroxyle est extrêmement réactif; sa demi-vie de l’ordre de 10-9 sec à 37°C implique des effets délétères vis-à-vis des molécules avoisinantes (Massart., 2011; Kohen et  Nyska.,  2002).
c-Oxygène singlet 
L'oxygène singlet n'est qu'une forme activée de l'oxygène résultant d'une inversion de spin d'un des électrons de l'orbitale externe. Il est responsable de réactions de photosensibilisation certaines cellules illuminées à une certaine longueur d'onde absorbent de l'énergie, passent alors à un état excité et leur énergie d’activation peut être transférée à des molécules d’oxygène adjacentes (Delattre et al., 2003; Chappuris., 1991).
Il est formé à partir de l'ion super oxyde selon la réaction suivante (Chappuris., 1991):
O2 + e-→ O2.-(Sous l'action de la lumière)
d-Radical d’hydrogène
Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) peut résulter de trois réactions :
Dismutation de l’anion super oxyde : 
O2.- + O2.- + 2H+H2O2 + O2
Réduction univalente de l’anion super oxyde :
O2.- + e- + 2H+H2O2
Réduction bivalente de l’oxygène :
O2 + 2e- + 2H+.H2O2
L’H2O2n’est pas une espèce radicalaire car chacun de ses électrons est apparié. Il est tout de même capable d’oxyder certaines macromolécules biologiques en interagissant avec des métaux de transition (métal pouvant atteindre un grand degré d’oxydation) et est également précurseur d’une formes actives de l’oxygène  très réactive, le radical hydroxyle (OH.).
L’H2O2 est extrêmement diffusible, il peut traverser les membranes biologiques de la même façon que l’eau par les aquaporines. Il est le substrat des catalases et des peroxydases qui le réduisent en eau (Magali H., 2010).
2-2-1-2-Radicaux libres nitrogènes
a- Le monoxyde d’azote(NO)
NO• provient notamment de la réaction catalysée par la NO synthase mitochondriale (mtNOS)  entre l’atome d’azote appartenant à la L-Arginine (un acide aminé) et une molécule d’oxygène  (Ghafourifar et Cadenas., 2005;Sisein., 2014).
NO• est peu réactif et diffusible dans les milieux biologiques. Il est oxydable en ion nitrosonium NO+ et peut être réduit en ion nitroxyle NO-   . De plus, NO• peut être produit par la NOS endothéliale et possède dans ce cas des capacités vasodilatatrices au niveau cardiovasculaire. 
Cependant, le NO•n’est pas dénué de toxicité car il est capable de générer des ions nitrites (NO2-) ou de fixer un groupement nitroxyle sur les acides aminés, comme la tyrosine, pour générer la nitrotyrosine. Lorsque l’on se trouve en présence d’un excès de NO•, on parle souvent de « stress nitrant ».
La réaction de NO• avec l’O2•- entraîne la formation de l’ion peroxynitrite (ONOO-) selon la réaction suivante (Serteynetal., 2002;Dedon et Tannenbaum., 2004 ; Sisein,2014):
NO• + O2•- → ONOO-
b- Peroxyde nitrite (ONOO-)
Le peroxynitrite est un oxydant puissant non radicalaire résultant de la réaction du radical NO° avec le superoxyde,(Delattre., 2003):
NO. + O2.-→  ONOO-
ONOO- est non radicalaire, instable (durée de vie < une seconde) et très oxydant.
Au pH physiologique, il est en équilibre avec son acide conjugué, ONOOH. 
ONOO- + H+ ↔ONOOH
Il se transforme rapidement en nitrites et en nitrates et se décompose en dérivés radicalaires (OH•, NO•2).Ses réactions avec les biomolécules (principalement des nitrations et des hydroxylations) sont agressives et délétères : attaque des fonctions thiols, des lipides, des  bases nucléiques, des fonctions amines sur les protéines, et de beaucoup d’autres molécules de petite taille (urate, ascorbate, etc…). ONOO- attaque les sites à métaux de transition (enzymes himniques, hémoglobine, Mn/CuZn), nitre les cycles aromatiques (tyrosine, tryptophane) et par là les enzymes dont le site actif porte un résidu tyrosyle. La réaction d’ONOO-avec le CO2 produit du peroxynitrosocarboxylate (ONOOCO2-) dont les dérivés (NO2•  et CO3• ou NO3 et CO2) augmentent les événements de nitration (Serteyn et al., 2002; Kohen  et Nyska, 2002; Sisein.,  2014). 
c- Dioxyde d’azote (NO2.)
NO2•, abondant dans les polluants de l’atmosphère des villes, se formerait aussi in vivo par réaction entre NO et O2. 
NO + O2 →2 NO2
NO2• attaque les doubles liaisons des acides gras non-saturés (acide linoléique 18:2 ω 6; α-linolénique 18:3 ω3 et γ-linolénique 18:3 ω 6; acide arachidonique 20:4 ω 6) et transforme ces acides soit de cis-en trans, soit par nitration. Des lipoxygénases transforment l’acide arachidonique en eicosanoïdes (prostaglandines, leucotriènes, thromboxanes, etc…), qui sont des messagers intra et extracellulaires indispensables. Les dérivés nitrés de l’acide arachidonique seraient également des messagers bioactifs.
NO2• s’additionnerait aux doubles liaisons d'autres molécules, arracherait soit un H soit un électron aux molécules voisines. Ces réactions créent des radicaux libres. Comme O2•- NO2• peut exister assez longtemps dans les espaces intra membranaires aprotiques (Halliwell et  Gutteridge., 2008; Sisein.,  2014). 
2-3-Origines des radicaux libres
Dans l’organisme, elles sont produites au niveau des membranes, des organelles (peroxysomes ; production H2O2 car cet organite contient de nombreuses enzymes générant du H2O2), lysosomes, réticulum endoplasmique, mitochondrie) et du cytoplasme de différents types cellulaires par le biais de divers mécanismes (enzymatique et non enzymatique).
· Leur source principale de production est la chaîne respiratoire mitochondriale (figure 03). Si cette production continue d’O2˙ reste faible et ne concerne que quelques pourcentages de l’oxygène utilisé par la respiration, elle peut s’amplifier lorsque la respiration devient plus intense (effort physique) ou lorsque interviennent des désordres mitochondriaux, génétiques, chimiques, inflammatoires ou nutritionnels. Au cours de l’ischémie, les cofacteurs réduits s’accumulent et au moment de la reperfusion, les électrons accumulés au niveau du pool des ubiquinones de la chaîne respiratoire peuvent être en partie transférés à l’oxygène moléculaire pour produire des O2˙-(Rakotovao.,  2009; Couillard et al., 2005 ; Kohen  et Nyska., 2002).
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Figure 03: La chaîne respiratoire mitochondriale
(Couillard et al., 2005)
· L’inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux libres oxygénés produits directement par les cellules phagocytaires activées soumises à un phénomène appelé explosion oxydative et qui consiste en l’activation du complexe de la NADPH oxydase capable d’utiliser de l’oxygène pour produire de grandes quantités d'O2˙-dans la membrane cellulaire. D’autres cellules comme les lymphocytes B possèdent sur leur membrane des systèmes NADPH oxydases similaires produisant des radicaux en quantité faible comme médiateurs intercellulaires. De plus, les cellules inflammatoires et immunes peuvent produire des cytokines comme le TNFα, capables de faire produire des radicaux par la mitochondrie des cellules cibles. Une variété de stimuli pathologique tels que l’Ang II, la force de cisaillement, l’hypercholestérolémie peuvent activer la NADPH oxydase vasculaire et renforcer la production d’ERO et de ERN.  (McCord., 1985; Pacher et al., 2006; Kohen  et Nyska., 2002).
· La xanthine déshydrogénase (XDH) qui catalyse la réaction d’oxydation univalente de l’hypoxanthine en xanthine en présence de NAD+ peut être convertie en xanthine oxydase (XO) lors de situations pathologiques. A la différence de la XDH, la réaction utilise l’oxygène comme accepteur d’électron, ce qui conduit à la formation d’O2˙-, H2O2. HOCl, OCl-) (McCord, 1985 ; Pacher  et al,2006).
 (
Xanthine oxydase
)
Xanthine + 2O2 +H2O                                      Acide urique + 2O2.- + 2H+
· En présence de myéloperoxydase, par exemple dans les phénomènes inflammatoires, et d’ions chlore, le H2O2 va donner des composés chlorés très réactifs (HOCl, OCl-) (McCord., 1985).
· [image: ]Lipooxygénase et acide arachidonique, ils proviennent de l’hydrolyse des phospholipides par la phospholipase A2, est le substrat de la lipopxygénase pour la synthèse des leucotriènes. Cette  synthèse met en jeu une série d’oxydations qui implique la production  de ROS qui pourrait jouer un rôle important dans le cadre de l’initiation de la réponse inflammatoire pulmonaire (Servais , 2004) .
Figure 04: Nature et origines principales des espèces réactives de l’oxygène (ERO) et de l’azote (ERN)(Turrens., 2003)
2-4- Conséquences du stress oxydant
2-4-1-Peroxydation lipidique
La peroxydation lipidique est un phénomène général qui se produit dès la présence de l’oxygène (Cillard. J et  Cillard. P., 2006).
Les acides gras polyinsaturés (RH (comportant au moins une double liaison)) comme les acides linoléiques (C18:3) ou arachidonique (C20:4) sont les cibles privilégiées des EOA et plus particulièrement des radicaux libres. Dans une première étape, ils se transforment en peroxydes lipidiques (ROOH) à partir initiation d'un acide gras RH par soustraction d'un atome d'hydrogène (H). Cette déshydrogénation peut être provoquée par un initiateur radicalaire tel que HO. ou HOO.. Cette phase d’initiation est  lente et correspond à la formation des radicaux libres. Le radical lipidique R subit ensuite un réarrangement moléculaire pour donner un radical avec une structure de diène conjugué plus stable, qui peut réagir avec une molécule d'O2 et former un radical peroxyle (ROO-). Ce radical est suffisamment réactif pour arracher à nouveau, un H à un acide gras poly insaturé voisin, propageant ainsi la réaction.
Sous l’action de métaux de transition (fer, cuivre), les peroxydes lipidiques se décomposent ensuite en toute une série de sous-produits que sont les aldéhydes (MDA et HNE) et cétones, les hydrocarbures. 
Phase de terminaison: elle correspond à la disparition des peroxydes, à l’accumulation des composés secondaires d’oxydation, c’est-à dire à l’oxydation complète du substrat. (Armelle.,  2004; Pincemail et al., 1999; Borg et  Reeber., 2008).
Les conséquences de la peroxydation  lipidique :
· L'attaque des lipides circulants aboutissant à la formation de LDL (lipoprotéines de densité légère) oxydées qui sont captées par des macrophages formeront des dépôts lipidiques de la plaque d'athérome des maladies cardio-vasculaires.
· L'attaque des phospholipides membranaires modifiant la fluidité de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux (Borg et Reeber., 2008).
	










Figure 05: Mécanisme en chaîne de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature des produits terminaux formés (Favier., 2003)


2-4-2- Oxydation des protéines
Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent une fonction thiol (SH) (Favier., 2003). Comme les protéines de transport qui deviennent inactivées suite à leur oxydation (Avissar et al., 1989 ; Favier., 2003; Çakatay et al., 2005). Les protéines peuvent alors soit subir des réticulations par formation notamment de ponts bi-tyrosine détectables par leur fluorescence, soit subir des coupures en cas d'agression forte, soit des modifications de certains acides aminés en cas d'agressions modérées (Halliwell et Gutteridge., 2007; Çakatay et al., 2005). Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques (enzyme, anti-enzyme, transporteurs, récepteurs...) et deviennent beaucoup plus sensibles à l'action des protéases et notamment du protéasome(Favier., 2003).
2-4-3- Dommage de L’ADN 
Le stress oxydant étant principalement d'origine mitochondriale, ces organites sont les premières cibles des ROS. En effet, le génome mitochondrial présente une susceptibilité au stress oxydant (le peroxyde d’hydrogène peut provoquer la dégradation de l’ARNr mitochondrial).(Garait., 2006; Borg et  Reeber., 2008).
Les bases qui composent l'ADN, et particulièrement la guanine, sont sensibles à l'oxydation. L'attaque radicalaire peut être directe et entraîner l'oxydation des bases, engendrant un grand nombre de bases modifiées: 8 oxo guanine, 8 nitroguanine, forme amidopyrimidine, 8 oxo adénine, formimidouracile, 5 hydroxy cytosine, 5 hydroxy méthyl uracile, thymine diol, oxazolone. Mais le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-même, créant une coupure de chaîne simple brin. Des dommages indirects peuvent résulter de l'attaque des lipides dont la peroxydation génère des aldéhydes mutagènes, formant des adduits sur les bases de l'ADN de type MDA-guanine ou éthéno dérivés. L'attaque radicalaire des protéines qui sont très nombreuses à entrer en contact avec l'ADN pour le protéger (histones) ou pour le lire (enzymes et facteurs de la réplication ou de la transcription), entraîne des pontages des protéines ou des adduits sur des bases de type lysinoguanine. Le rôle des nombreux métaux fixés à l'ADN, qui est un poly anion (Fe, Mg, Zn, Cu, Ni, Cd...), est crucial pour amplifier ou orienter le profil de ces lésions. Cette attaque de l'ADN est quotidienne (Favier., 2003).
En conséquence,  L'attaque radicalaire est en effet à l'origine de cassures ou d'anomalies chromosomiques, susceptibles de favoriser la cancérogenèse et le vieillissement tissulaire (Borg et Reeber., 2008). 


2-5- Systèmes de défense antioxydants
Les trois principaux mécanismes d’action antioxydants développés  par les organismes vivants visent :
· à éliminer les espèces réactives et les catalyseurs de leur formation,
· à induire la synthèse des antioxydants, 
· à augmenter l’activité des systèmes de réparation et d’élimination des molécules endommagées (Laurent et al., 1997).
2-5-1-Systèmes de défense enzymatique
Les antioxydants enzymatiques (le superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion
peroxydase et la glutathion réductase) sont considérés comme la première ligne de défense de
notre organisme contre les ERO (figure 06) (Chavan et Melinkeri., 2013; Kumaran et al., 2008).
2-5-1-1-Superoxyde dismutase (SOD) :
Est l’enzyme la plus importante dans la défense contre le stress oxydatif (Buldak et al., 2014), elle catalyse la dismutation de l’O2.- en H2O2
Il existe trois espèces de cette enzyme :
✓ Une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD).
✓ Une forme mitochondriale associée au manganèse (Mn-SOD).
✓ Une forme extracellulaire (Ec-SOD).
Il été récemment montré que la Cu/Zn-SOD était également présente dans l’espace inter-membranaire ( Matsumoto et Fridovich.,  2001).
2-5-1-2- glutathion peroxydases (Gpx)
C’est une enzyme présente dans la plus part des tissus des mammifères, son rôle est de réduire le peroxyde d’hydrogène, ainsi que les peroxydes lipidiques. Deux molécules de glutathion cèdent deux H au peroxyde d’hydrogène. Les deux glutathions forment une liaison disulfure alors que le peroxyde d’hydrogène devient deux molécules d’eau(H2O) (Cardine., 2003). 
2-5-1-3-Catalase (CAT)
Est parmi les antioxydants puissants les plus connus dans la nature. Cette enzyme est localisée principalement dans les peroxysomes et les mitochondries, elle se produit en abondance dans le corps, avec la plus grande activité dans le foie, suivie par les érythrocytes, puis les poumons.
La catalase est composée de quatre sous unités protéiques, chacune contenant un groupement héminique avec le un atome de fer (Fe3+) lié au site actif. Chaque molécule a habituellement une molécule de NADPH+H+ qui lui est liée, la protégeant ainsi d’une éventuelle inactivation par le peroxyde d’hydrogène .Cette enzyme catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogène en eau et en oxygène moléculaire. (Laurent et al., 1997; Halliwell et Gutteridge.,  2008).
2-5-1-4-Peroxydases
Le rôle des glutathions peroxydases (GSH-Px) est très important dans la plupart des tissus où elles réalisent la quasi-totalité de l’élimination du peroxyde d’hydrogène, des peroxydes organiques au niveau du cytosol et dans l’espace extracellulaire. 4 des 5 isoformes de GSH-Px caractérisées (cytosolique, plasmatique, mitochondriale…) sont sélénium dépendant.
[image: C:\Users\admin\Desktop\re.PNG]Ce sont des enzymes tétramériques dont chaque unité possède un atome de sélénium dans son site actif sous la forme de sélénocystéine. (McKenzie et Coll., 2002; Papp et Coll., 2007).

Figure 06: Schéma représentant les interrelations entre les différentes enzymes antioxydants (Habbout., 2012)
2-5-2-Système de défense non enzymatique
Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart des antioxydants non enzymatiques ne sont pas synthétisés par l’organisme et doivent être apportés par l’alimentation. (Touati., 2010). Dans cette catégorie, nous retrouvons:


2-5-2-1-Glutathion
Elle est un tripeptide (L-γ-glutamyl-L-cystéinylglycine) avec de multiples fonctions dans les organismes vivants. C’est un thiol non protéique majeur dans les organismes vivants qui joue un rôle crucial dans la coordination des mécanismes de défenses antioxydantes naturelles. Il agit comme un antioxydant, soit directement en interagissant avec les espèces réactives de l'oxygène et de l’azote (ROS et RNS) et les électrophiles ou en agissant comme un cofacteur de plusieurs enzymes (Lushchak., 2011; Rahman., 2007). Le foie est la principale source de la synthèse du glutathion.
Le glutathion disulfure ou oxydé (GSSG) est formé par l’oxydation de GSH (Sies., 1999), il est accumulé à l'intérieur de la cellule et le rapport de GSH/GSSG représente un bon indice du stress oxydant d'un organisme. Les rôles principaux de protection de glutathion contre le stress oxydant sont : il peut agir comme cofacteur de plusieurs enzymes de détoxification; il participe dans le transport des acides aminés à travers la membrane plasmatique; il piège les radicaux hydroxyles et l'oxygène singlet directement, et régénère les vitamines (C et E) à leurs formes actives (Rahman.,  2007; Sisein.,  2014).
La glutathion peroxydase catalyse l'oxydation du glutathion dans laquelle deux molécules de glutathion sont reliées par leurs groupements sulfhydriles (-SH) en formant un pont disulfure. Ce dernier est ensuite réduit par la glutathion réductase avec l'utilisation de NADPH+H+ (Deaton et Marlin.,  2003).
2-5-2-2- Molécules liposolubles
Elles regroupent essentiellement les tocophérols ou vitamine E, les caroténoïdes et les quinones, qui sont pour la plupart, efficaces contre la propagation de la peroxydation lipidique.
· Lors de l’initiation de la peroxydation lipidique, suite à une attaque radicalaire, l’alpha-tocophérol, la forme la plus active de la classe des tocophérols, cède son hydrogène du noyau phénolique, réduisant ainsi le radical ROO, et constitue par ce biais le seul antioxydant liposoluble assurant cette protection.
Vit E-OH + ROO˙ →Vit E-O˙ + ROOH
Vit E-O˙ + ROO˙ → Vit E + ŔOOR
De plus, il peut réagir avec l'oxygène, l'anion superoxyde et le radical hydroxyle.
· Les caroténoïdes appartiennent pour la plupart, à la famille des polyènes conjugués.
Leur principale action est de réagir avec l'oxygène singlet pour le transformer en oxygène moléculaire, mais sont capables d’intercepter les ERO produites lors de la peroxydation lipidique.
· Le Coenzyme Q10, une quinone, réagit avec les radicaux alkoxyle et peroxyle, entraînant l’arrêt de la chaîne de peroxydation lipidique.
2-5-2-3-Molécules hydrosolubles
Elles regroupent essentiellement l’acide ascorbique (vitamine C), l’acide urique, et différente protéine (fixatrices de métaux, de l’hème ou de protéines à hème).
· La vitamine C, cofacteur de nombreuses enzymes, possède également une action anti-radicalaire contre l'anion superoxyde, le radical hydroxyle et principalement contre le radical tocophéryl. Les radicaux tocophéryls sont régénérés par la vitamine C. Sans cette synergie, les tocophérols seraient inactifs.
R˙ + Vit C - OH → RH + Vit C - O˙
Vit E - O˙ + Vit C - OH → Vit E - OH + Vit C - O˙
· Bien qu’initialement considéré comme un déchet du métabolisme des purines, à des concentrations physiologiques, l’acide urique présente une activité antioxydante soutenue vis a-vis des radicaux hydrosolubles. C’est un scavenger de l'oxygène singlet, des radicaux peroxyles et du radical hydroxyle. En s’associant à ces radicaux, il entraîne la formation de composés non radicalaires.
· Les protéines de fixation des métaux (par exemple la transférrine, la lactoferrine ou la céruloplasmine) diminuent la concentration effective des métaux de transition tels que le fer ou le cuivre capables de réagir avec les hydroperoxydes (réaction de Fenton) (Rakotovao., 2009). 
· Les oligoéléments:
Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganèse (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont des métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requièrent un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de manganèse, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx de sélénium.
Cependant, certains oligoéléments, notamment le fer, lorsqu’ils sont en excès dans l’organisme et sous leur forme réduite, peuvent avoir une action pro-oxydante (réaction de Fenton, d’Haber-Weiss) (Buldak et al.,  2014; Alan Shenkin., 2006).


III-Sélénium
1-Définition
Du grec sélênê, «lune» en raison de l’analogie de ses propriétés chimiques avec celles du tellure, le sélénium a été découvert en 1817 par le chimiste suédois Jöns Berzelius, dans un résidu de préparation de l'acide sulfurique. 
Le sélénium fait partie des oligo-éléments qui sont des éléments chimiques nutritifs indispensables au métabolisme. Ces minéraux sont présents dans l’organisme à doses infinitésimales et jusqu’à un passé récent, seuls les minéraux présents en quantité relativement importante (tels que calcium, phosphore, soufre) paraissaient indispensables à la vie. Décelés à doses si faibles, la trentaine d’éléments- traces tels que zinc, cobalt, manganèse, sélénium… étaient; considérés comme des impuretés (Baudat., 1990).
2-Propriétés physicochimiques
Le Sélénium (symbole Se, numéro atomique 34) est un métalloïde de la famille des calogènes, qui appartient au groupe VI (oxygène, soufre, polonium, tellurium) de la classification périodique. (Borel et al., 2001).
Il existe sous différentes formes chimiques. Dans la nature, on trouve l’élément principalement sous forme de séléniures (Se-), alors que les formes alimentaires se trouvent exclusivement sous forme de composés organiques et inorganiques et en général inclus dans des protéines animales ou végétales (sélénométhionine (SeMet), sélénocystéine (SeCyst), Smethylsélénocystéine, sélénohomocystéine…). (Faye et al., 2014; Longchamp., 2012). Si la forme organique (exemple: sélénométhionine) semble moins toxique que les formes inorganiques (exemple: sélénite (SeO3-)), elle favorise, cependant, une incorporation non spécifique du sélénium en remplacement de la méthionine dans les protéines. Elle peut réduire alors l’efficacité d’une supplémentation en sélénium. (Buk et Hill., 1993).
3-Effets bénéfiques du sélénium
3-1- Rôle antiradicaux libres
Le Se joue un rôle fondamental en tant que cofacteur biologique de la glutathion peroxydase dans la lutte contre les radicaux libres. Le Se, le glutathion GSH et la vitamine E sont capables de piéger et de neutraliser la plupart des radicaux libres et leurs effets toxiques. Chez l’homme, le Se sous forme de sélénocystéine constitue le site actif de la glutathion peroxydase cette enzyme localisée a la fois dans le cytosol et les mitochondries a pour rôle de réduire, en présence de glutathion réduit, un grand nombre de peroxydes. Elle agit sur le peroxyde d’hydrogène, les hydropéroxydes de stérols et de stéroïdes, de prostaglandines et d’acides gras libres. Elle protège ainsi les membranes cellulaires, les acides nucléiques, les protéines contre la dégradation par les radicaux libres. C’est pour l’instant le seul rôle indiscutable attribuable au Se chez l’homme, cependant seulement 33 % à 40 % du Se est sous forme glutathion peroxydase. (Dubois et Belleville., 1988; Willett et al., 1991).
3-2-Rôle anticancéreuse du sélénium
La mise en évidence de telles propriétés a suscité son utilisation contre le cancer comme agent thérapeutique et en nutrition préventive. Le Se pourrait inhiber la carcinogénèse, par augmentation de la réponse immunitaire primaire, en protégeant les cellules contre les oxydations aberrantes, et en diminuant la formation de métabolites cancérigènes. Il a un rôle comme inhibiteur de la croissance tumorale et comme toxique spécifique vis-à-vis des cellules tumorales. Un abaissement du Se sanguin et de la vitamine E, est présenté comme un des facteurs favorisant la survenue de cancer. Le Se, en expérimentation animale s’est montré efficace pour inhiber la croissance de tumeurs transplantées, et contrecarrer l’action d’agents cancérigènes puissants. (Simonoff. M et Simonoff. G., 1991).
3-3-Rôle dans Le système immunitaire 
Le sélénium se révèle bénéfique au système immunitaire. En effet, la supplémentation en sélénium à raison de 400μg par jour chez des personnes âgées a fait augmenter le nombre de lymphocytes T de 27% par rapport au placebo (Wood et al., 2000). Chez d’autres personnes supplémentées, le sélénium était responsable de l’augmentation de l’immunité à médiation cellulaire (Kiremidjian-Schumacher et al., 2000) et de la réponse immunitaire à une stimulation antigénique. Le sélénium semble jouer un rôle important dans la régulation de l’expression des cytokines et la prolifération des lymphocytes T activés (Rayman., 2000).
3-4- Rôle dans le fonctionnement  thyroïdiens 
En effet une protéine contenant du sélénium qui catalyse la transformation de la thyroxine T4 en une T3, laquelle est la forme hormonale active au niveau tissulaire (Kohrle., 2000).
4-Carence en Sélénium
Les apports nutritionnels journaliers en sélénium nécessaires dans l'espèce humaine sont estimés à 50-70 μg/jour.
Chez l’homme, les cas de carence sévère en sélénium n’apparaissent qu’en réponse à des apports vraiment très faibles (<20 μg/jour) (Rayman., 2000).
En pathologie humaine, il y a peu d’intoxications au Se, par contre les carences sont fréquentes elles peuvent avoir pour conséquence une cardiomyopathie (maladie de Keshan) ou augmenter les risques cardiovasculaires ou de cancer. De nombreux travaux ont montré qu’un apport suffisant journalier en Se permet de traiter mais également de prévenir le développement de ces deux pathologies (Neve et Favier , 1989;  Lederer. J.,  1986).
Le premier effet biochimique de la carence en Se, même marginale, consiste en une diminution de l’activité de l’enzyme glutathion peroxydase. Celle-ci est localisée dans le cytosol et la matrice mitochondriale des cellules ou elle exerce un rôle fondamental dans la réduction et l’inactivation du peroxyde d’hydrogène et des hydroperoxydes organiques. Lorsqu’ils ne sont pas détoxifiés, ces intermédiaires métaboliques et les espèces qui en dérivent (radicaux libres oxygénés) s’avèrent très délétères pour  les cellules et ses constituants, particulièrement les lipides membranaires (Dubois  et  Belleville., 1988).
Les signes de carence sont des douleurs musculaires, des difficultés à la marche, mais aussi des signes de dégradations cardio-vasculaires. Elles se rencontrent dans des insuffisances rénales dans des malnutritions, malabsorptions, lors de la nutrition avec des aliments semi- synthétiques ou d’alimentation parentérale (phénylcétonurie, fibrose kystique du pancréas, cirrhose hépatique, maladie de Crohn). (Thomson.C., 1998; Hoffmann et al., 2007)
5-Toxicité du sélénium
Les intoxications chroniques ou aiguës (la dose létale 50 (entrainant la létalité de 50 % de la population) est estimée entre 0,5 et 1 g) par le Se du fait de l’alimentation sont rares chez l’homme y compris dans les régions sélénifères où le sol et l’eau étant très riches en Se, ce sont les plantes, graines, céréales qui, supportant bien cet élément peuvent provoquer la sélénose (la maladie de Keshan). Il existe ainsi une toxicité non industrielle chez les paysans consommant les produits de leur terre. Le traitement de ces intoxications ne réside pas dans l’injection des agents chélateurs habituels, inefficaces mais dans des apports de vitamine A, méthionine, sulfates, arséniates ( Dubois et Belleville., 1988).


Tableau 01: Les principales actions toxiques du sélénium et de ses dérivés (MAROC., 1990) 
	Intoxication aiguë
	Intoxication chronique

	-Intense irritation des yeux, du nez, de la gorge, céphalées, vertiges, congestion nasale, haleine alliacée, sévère dyspnée,
Parfois asthmatiforme, oedème pulmonaire,
pneumonie, bronchite sévère, troubles
gastrointestinaux, inflammations de l’assise des ongles, dermatites avec papules prurigineuses, parfois éruptions allergiques, brûlures du troisième degré avec SeOCL2

	-Irritations bronchiques, naso-pharyngées, de la peau, des yeux, des ongles, troubles
gastrointestinaux, goût métallique, odeur alliacée de l’haleine, de la sueur et de l’urine, cheveux secs et cassants, ongles présentant des tâches blanches, des fissures longitudinales, augmentation des phosphatases alcalines et des transaminases, à long terme : fibrose pulmonaire, troubles des vaisseaux capillaires, porphyrinurie
-Effets non spécifiques : lassitude, irritabilité,
anorexie, anosmie, vertiges, diarrhée, risques
accrus d’avortement
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I. Matériels et méthodes
Notre but principal est d'étudier et d'évaluer l'effet du  prétraitement  et la supplémentation du sélénium sur la prévention des maladies cardiovasculaires chez les diabétiques  et ce ci par un dosage du bilan lipidique, un marqueur de la peroxydation lipidique  et la mesure de l’état du stress oxydant.
A. Animaux
Les animaux utilisés dans cette expérience sont souris mâles de l’espèce Musmusculus, en nombre de 28 souris provenant de l’institut pasteur, âgés de 04 à 06 semaines d’un poids vif moyen de 33 gr. ce sont des mammifères de l’ordre des rongeurs. Largement utilisés dans divers domaines de la recherche.
B. Protocole
1. Conditions d’élevage
Ces animaux ont été soumis à une période d’adaptation de 15 jours environ, aux conditions de l’animalerie; à une température de 25°C ± 2° et une photopériode naturelle.
Les souris sont élevées dans des cages en polyéthylène qui sont tapissées d’une litière constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litière changée tous les jours jusqu’à la fin de l’expérimentation. 
2. traitement des souris
Ces souris ont été répartis en quatre (04) lots égaux à raison de sept (07) souris par lot, il s’agit:
Lot I ou Témoin sain (TS) : souris témoins ont reçu une eau physiologique par injection intra péritonéale par jour pendant 30 jours.
Lot II ou Témoin Traité par Sélénium (TTSe): souris témoins ont reçu le sélénite de sodium  ( ) par injection intra péritonéale à une dose de 1.89 mg/ kg/j pendant 40 jours.(Berg et al., 1995).
Lot III ou Diabétique Non Traité (DNT): Souris ont reçu une dose unique d’alloxane (C4H2N2O4), de 150 mg/kg par injection intra péritonéale (Rotruck et al., 1973), puis injection d’eau physiologique pendant 30 jours.
Lot IV ou Diabétique Traité par Sélénium (DTSe): souris ont reçu le sélénite de sodium  ( ) par injection intra péritonéale à une dose de 1.89 mg/ kg/j pendant 10 jours. En suite une injection intra péritonéale d’alloxane (150 mg/kg), puis un traitement par le sélénium (1.89 mg/kg/j) pendant 30 jours par voie intra péritonéale.


3. Sacrifices des souris  et prélèvement du sang et d’organes
A 31éme  jour de traitement les souris des 04 lots ont été sacrifiés(figure07), avec récupération du sang dans des tubes secs qui seront centrifugés à 3000 tours/min pendant 10 minutes, qui sert aux dosages des paramètres biochimiques (bilan lipidiques).Le cœur qui sera stockés au congélateur à –80° pour le dosage des paramètre du stress oxydant (GSH, GPx, CAT, GST, MDA).


Figure 07: Dissection d’une souris et  prélèvement d’organes.
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Figure 08: Schéma récapitulatif du protocole expérimentale.
4. Méthodes de dosage
1. Méthodes de dosage des paramètres biochimiques du sang
Le dosage des paramètres biochimiques a été réalisé de la manière suivante:
1.1. Glucose
Les mesures sont réalisées sur du sérum par la méthode à la GOD et la fiche technique spinreact. Le glucose est transformé par la glucose oxydase (GOD) en acide gluconique et peroxyde d’hydrogène (H2O2). Ce dernier, en présence de peroxydase (POD), oxyde le chromogène incolore (4-aminophénazone) en un composé coloré en rouge (qui non eimine) (Kaplan, 1984; Trinder, 1969), selon les réactions suivantes:
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Dans un tube sec 10 μl d’échantillon sont ajoutes a 1ml de réactif de glucose [(GOD: 1500U/L, POD: 1000 U/L, 4 aminophénazone: 2.6 mmol/l) dissout dans un tampon tris pH7.4contenant 3mmol/l du phénol], incubation à 37°C pendant 10 minutes, lecture contre un blanc réactif a 500 nm avec utilisation d’un étalon.
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1.2. Magnésium
Les mesures sont réalisées sur le sérum par une méthode colorimétrique selon la fiche technique spinreact .Ce dosage est basé sur la réaction du magnésium avec le magon sulfonate en milieu alcalin formant un complexe coloré (Farrell &Kaplan, 1984).
Dans un tube sec 10μl d’échantillon (sérum) sont additionnes a 1ml de réactif de travail (bleu de xylidyl: 0.1 mmol/l, acide thioglycolique: 0.7 mmol/l, DMSO: 3mol/l), agitation, incubation à température ambiante pendant 05minutes. Lecture de la densité optique à λ=546nm contre un blanc réactif avec utilisation d’un étalon.
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1.3. Des triglycérides
Les triglycérides sont des esters d’acides gras et de glycérol, présents dans le sang et que l’on retrouve dans le plasma. Leur quantité est anormal augmentée au cours d’un diabète et liée à une hyperglycémie.
Le dosage des triglycérides réalisés selon la fiche technique Spinreact.
Par méthode enzymatique et colorimétrique les triglycérides sont hydrolysés par la lipoproteine lipase (LPL) en glycérol et acides gras. Le glycérol est alors phosphorylé en glycérol-3phosphate par l’ATP lors d’une réaction catalysée par le glycérol kinase (GK).
L’oxydation du glycérol-3-phosphate est catalysée par le glycérol phosphate-oxydase (GPO) pour former du dihydroxyacétone-phosphate et de l’eau oxygénée (H2O2). Ce dernier réagit avec le 4- aminophénazone et pchlorophenolen présence de peroxydase (POD) pour donner une coloration rouge selon les réactions suivant (Buccolo, 1973) :
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Dans un tube sec 10μl d’échantillon (sérum)en additionnés 1ml de réactif de travail R1+R2  [R2 constituée (Lipoprotéine lipase (LPL): 150 000U/L, Glycérokinase (GK): 500 U/L, Glycérol-3Poxydase (GPO): 2500 U/L, Peroxydase (POD): 440 U/L, 4- aminophénazone (4-AP): 0.1 mmol :l, ATP: 0.1 mmol/l), et R1 contenant (GOODpH7.5: 50 mmol/l, pchlorophénol: 2 mmol/l)]. En agiter et  incuber à 37°C pendant 05 minutes. La lecture de la densité optique à λ=505 nm contre un blanc réactif en utilisant un tube étalon.
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Facteur de conversion : mg/Dl x 0.0258 = mmol/L.
1.4. Cholestérol total
Méthode colorimétrique selon la fiche technique Spinreact .
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)Le cholestérol présent dans le sérum se transforme en composé coloré selon les réactions suivantes (Naito & Kaplan, 1984):
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Dans un tube sec 10μl sérum sont additionnes a 1ml de réactif de travail [R2 (Cholestérol estérase: 300 U/L, Cholestérol oxydase: 300 U/L, Peroxydase (POD): 1250U/L, 4- aminophénazone: 0.4 mmol/l) dissout dans le tampon; R1(PIPESpH6.9: 96 mmol/l, phénol: 26 mmol/l)], agitation, incubation à 37°C pendant 05minutes.
Lecture de la densité optique à λ=505 nm contre un blanc réactif en utilisant un tube étalon.
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Facteur de conversion : mg/dl x 0.0258 = mmol/L
2.Méthodes de dosage des paramètres du stress oxydatif
Pour le dosage des paramètres du stress oxydatif en préparer  l’homogénat par broyage un gramme de cœur  de chaque souris des différents groupes étudiés, a été utilisé, dans 1ml de tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150m M, pH 7.4),puis l’homogénat est centrifugé pendant 15 min à 9000 tours/ min. Le surnageant récupéré sert comme source d’enzymes (GSH, GST, MDA,CAT et GPx) et il est conservé au congélateur à -80°C jusqu’au moment de dosage.
2.1. Dosage du glutathion réduit (GSH)
Pour le dosage du glutathion, la méthode colorimétrique par le réactif d’Ellman (DTNB) est la méthode la plus employée (Weekbeker et Cory., 1988).
La réaction consiste à couper la molécule d’acide 5,5′ dithiodis-2-nitrobenzoïque (DTNB) par le GSH, ce qui libère l’acide thionitrobenzoique (TNB) lequel à  présente une absorbance à 412 mn selon la réaction ce au dessus.  Pour cela on réalise une déprotéinisation (par l'acide sulfosalycilique 0.25%) afin de garder uniquement les groupements (-SH) spécifique du glutathion.
On obtient un homogénat par broyage de 200 mg de tissu cardiaque congelé avec 0,8ml de solution EDTA (0,02M).
On procède à la déprotéinisation de l’homogénat pour le glutathion avec 0,2 ml de l’acide sulfosalycilique (0,25%). L’homogénats obtenue laisse reposer 15 min au congélateur, puis on centrifuge 5 min à 1000 tours/min. A 0,5 ml de surnagent, on ajoute 1 ml de tampon tris/EDTA d’un ph 6,9 (contenant 0,02 M d’EDTA) et 0,025 ml d’acide 5,5’-dithio-bis-2- nitriobenzoïque (DTNB). Laisser 5 min pour l’incubation. La lecture se fait à la spectrophotométrie à λ = 412 nm, contre un blanc préparé comme suite : 0,5 ml d’eau distillée avec 1 ml de tampon tris/EDTA et 0,025 ml de DTNB.

La concentration en glutathion réduit est obtenue par la formule suivante:


DO: Densité optique;
1: Volume totale de solution utilisées dans la déprotéinisation (0,8 ml de solution
EDTA + 0,2 ml d’acide sulfosalycilique) ;
1.525 : Volume totale des utilisées dans le dosage de GSH (1ml de tris/EDTA+0,025ml DTNB+ 0,5 ml de surnageant) ;
13100 : Coefficient d’absorbance de groupement thiol (-SH) à 412 nm;
0,8: Volume de l’homogénat trouvé dans 1 ml;
0,5 : Volume de surnageant
2.2. Dosage du glutathion S-Transférase (GST)
Le dosage de glutathion S-Transférase (GST) est réalisé selon la méthode de (Habiget al., 1974).
Le dosage de GST est basé sur la mesure spectrophotométrique de la cinétique de la conjugaison du produit formé avec des substrats tels que le glutathion réduit et le 1- chloro-2-4-dinitrobenzène (CDNB).
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La procédure expérimentale du dosage de la GST se fait comme suit:
A 200 μl de surnageant, on ajoute 1,2 ml du mélange [(CDNB, GSH) dans tampon phosphate sodique.  La lecture des absorbances est effectuée pendant une minute et chaque 15 secondes a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant 200 μl d’eau distillée remplaçant la quantité de surnageant.
L’activité enzymatique de la GST est déterminée par la formule suivante :

DO : Densité optique de l’échantillon /min.
DO/min blanc : Densité optique du blanc /min
e: Coefficient d’extinction molaire du CDNB = 9,6mM-1cm-1
VA: Volume totale dans la cuve (0,2ml. Surnageant + 1,2mélange).
Vs: Volume du surnageant dans la cuve (0,2ml).
2.3. Dosage de l’activité de la catalase(CAT)
La méthode utilisée est basée sur propriété de l’enzyme catalase a dégradé le peroxyde d’hydrogène (H2O2)comme substrat (Aebi., 1984).
Nous avons mesurée l’activité de l’enzyme à partir la densité optique du peroxyde d’hydrogène (H2O2) à longueur d’onde240 nm.
A 20 μl de l’homogénat en ajoute780 μl de tampon phosphate  pH 7.4  et  200 μl d’H2 O2. La réaction est déclenchée par l’addition d’eau oxygénée et lecteur suive après 15 de délai et durant 60 secondes de mesure. L’activité de catalase est calculée selon la loi suivant :


CAT: Activité enzymatique en μmole/min/mg de Protéines. 
ε: Coefficient d’extinction linéique molaire en. μM-1. cm-1 
ΔA: pente de la droite de régression (variation de la densité optique en fonction du       temps). 
Vt : Volume total du mélange réactionnel en ml. 
Ve : Volume de l’extrait enzymatique en ml. 
L : Largeur de la cuve de mesure en cm. 
P : Teneur en protéines en mg 
T : temps de lecture en min
2.4. Dosage du malondialdéhyde ( MDA)
La peroxydation lipidique dans les organes  est évaluée par le dosage de malondialdéhyde (MDA) selon la méthode d’Esterbauer et al(1992). Le MDA est l’un des produits terminaux de la décomposition des acides gras polyinsaturés  sous l’effet des radicaux libres libérés au cours du stress. En milieu acide et à chaud une molécule de MDA est condensée avec deux molécules de thiobarbiturique (TBA) pour former un pigment coloré en rose (lecture à 530 nm). Le principe de cette méthode colorimétrique est déterminé par réaction suivante:
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Dans un tube sec, en ajouter 375 μl de l’homogénat (surnageant) et 150 μl de la solution tampon TBS de la solution de lyse, se qui va permettre la libération du MDA. Additionné  375 μl de la solution TCA,BHT. Se qui va permettre la précipitation des protéines, mélanger puis centrifuger à 1000 tours/min pendant 10min.
Prélèvement de 400 μl du surnageant auquel est ajoute 80 μl d’HCl plus 320 μl dela solution Tris-TBA, Le mélange est porté au bain-marie à 80°C afin de favoriser la réaction du MDA avec le TBA. Après 10 minutes en déterminée sur le surnageant au spectrophotomètre  à 530 nm.
La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO = E.C.L) :

C: Concentration en nmoles /mg de protéines;
DO: Densité optique lue à 530 nm;
ε: Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 105 M-1 cm-1;
L: Longueur du trajet optique = 0.779 cm;
x: Concentration de l’extrait en protéines (mg/ml);
Fd: Facteur de dilution : Fd = 0.2083.
2.5. Dosage du glutathion peroxydase (GPx)
L’activité enzymatique de la GPx a été mesurée par la méthode de (Flohe et Gunzle., 1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogène en présence de GSH. Ce dernier est transformé en GSSG sous l’influence de la GPX :

Prélever 200 μl de l’homogénat et jouter 400 μl de GSH (0,1mm) (réaction enzymatique), et ajouter  200 μl de la solution tampon TBS. Incuber au bain marie (25°C/5min).Ajouter 200 μl de H2O2,  pour initier la réaction et laisser agir pendant 10 minutes. Pour arrêter la réaction en ajouter 1 ml de TCA 1%(Acide Tri Chloro-acétique). Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes, centrifuger durant 10 minutes à 3000 tours/min. Prélever 480 μl de surnageant et mélanger avec 2,2 ml de tampon TBS et 320μl de DTNB.  La lecture de la densité optique est faite après 5 minutes à λ = 412 nm, contre le blanc : 480 μl de l’eau distillée avec 2,2 ml de tampon TBS et 320 μl de DTNB.
La détermination (calcule) de l'activité de la GPx se fait de la façon suivante :
Activité de GSH consommée / min / gr de protéine
Blanc = 0.04 micro mole de GSH réduit ----- DOb
Extrait = 0.04 // // ------DOe
Donc la concentration de GSH réduit qui sera oxydée (disparue) = DOe –Dob

L’activité de la GPx = La quantité de GSH réduit disparue 
2.6. Dosage des protéines
Dosage des protéines: les dosages des (GSH), (GST), (GPX), (CAT), (MDA), dépend toujours aux dosages des protéines. Pour cela, On utilise la méthode de (Bradford., 1976).
Ce dosage est basé sur le changement de coloration du bleu de Coomassie (BBC) en présence de concentrations variables de protéines. Le BBC en solution acide possède la particularité de se lier aux protéines avec groupement (NH2).
Dans un tube sec 50 μl de l’homogénat sont ajoutés à 2.5 ml de réactif de Bradford. Agitation, incubation 5 minutes à température ambiante puis lecture de l’absorbance à λ= 595 nm contre un blanc réactif. La densité optique obtenue est rapportée sur la courbe d'étalonnage préalablement tracé (0→1mg/ml de sérum albumine de bovin). (Voir l’annexe).
c. Etude statistique
Ces calculs ont été effectues a l’aide du logiciel MINITAB d’analyse et de traitement statistique des données.
Les résultats sont représentés sous la forme : moyenne ± écart type moyenne, et les différences ont été considérées significatives à P ≤0.05.
A l’aide du test t du Student, nous avons compare les moyennes deux a deux des différents  lots.


II. Résultats
A. Etude du poids corporel et du poids relatif des organes
1- Évolution du poids corporel
La variation du poids corporel des souris constitue un paramètre très important. Le poids des animaux à été suivi tout au long de notre étude.
La variation du poids corporel moyen des souris des 04 lots est représentée dans le tableau 2  (chaque valeur correspond à la moyenne ± écart-type) et illustré dans la figure 10.
Tableau 02: Évolution du poids corporel des souris  des 04 lots durant la période de l’expérimentation.
	
Paramètres
	Lots expérimentaux

	
	TS
(n=7)
	TTSe
(n=7)
	DNT
(n=7)
	DTSe
(n=7)

	Poids initial (g)
	34,62±0,26
	34,24± 0,32
	34,96 ± 0,18
	34,11 ± 0,23

	Poids final (g)
	35,11 ± 0,18
	35,11 ± 0,21c**
	38,16 ± 0,20abd**
	35,16 ± 0,20c**

	Gain du poids(g)
	0,49
	0,87
	3,2
	1,05

	Poids relatif du
cœur (g/100g)
	0,66 ± 0,02
	0,69 ± 0,03c***
	0,81 ± 0,12abd***
	0,68 ± 0,03c***



a: comparaison avec le lot TS, b : comparaison avec le lot TTSe, c : comparaison avec le lot DNT, d : comparaison avec le lot DTSe. 

D’après les résultats obtenus (figure 09), nous avons enregistré un gain régulier du poids corporel des souris normaux témoins(TS) et traité par le sélénium (TTSe), les valeurs moyennes du poids corporel passent de 34g au début de l’expérimentation à 37g à la fin de cette étude.
Nous avons enregistré une perturbation et augmentation très hautement significative (p≤0.001) du poids corporel chez des souris traités  par l’alloxane (DNT) comparé aux souris témoins.

Figure 09. Etude de l’évolution du poids corporel chez le lot témoin et les lots traités pendant 30 jours de traitement.
** : Différence hautement significative comparant au témoin (P ≤0,01).
*** : Différence très hautement significative comparant au témoin (P ≤0,001).
2. Etude du poids relatif du cœur
De plus nos résultats(figure 10), montrent qu’il y a une augmentation très hautement significative (p≤0.001) du poids relatif du cœur chez  le lot traité par l’alloxane (diabétique) à une dose de 150 mg/kg de poids corporel (dose unique) comparant au  lot témoin, par contre pas de différence significative du poids relatif du cœur des souris traité par le Sélénium (TTSe) et les diabétiques traités par Sélénium (DTSe) par apport aux témoins.


Figure 10. Evolution du poids relatif du cœur (g/100g PC) chez les souris témoins et traités après 30 jours du traitement.
*** : Différence très hautement significative (P ≤0,001).
B. Etude des paramètres biochimiques sanguins
Tableau 3: Variation de la concentration sérique du  glucose, cholestérol total, triglycérides, et  magnésium chez le lot témoin et les lots traités après 30 jours de traitement.
	Paramètres &
traitements
	Groupes expérimentaux

	
	TS
(n=7)
	TTSe
(n=7)
	DNT
(n=7)
	DTSe
(n=7)

	Glucose (mmol/l)
	4,40 ±0,11
	4,43 ± 0,15c***d*
	
14,37±0,24abd***
	5,44±0,15ac*bc***

	Cholestérol T
(mmol/l)
	3,41 ± 0,24
	3,72 ± 0,20ad*c***
	5,63±1,00abd***
	3,73±0,81bc***

	Triglycérides
(mmol/l)
	0,75 ±0,12
	0,71 ± 0,07c***d*
	
1,53± 0,11abd***
	0,86 ±0,06bc*

	Magnésium
(mmol/l)
	1,95 ± 0,02
	1,94 ± 0,02d*c***
	1,89 ±0,008abd***
	1,97 ± 0,03b*c***



a: comparaison avec le lot TS, b : comparaison avec le lot TTSe, c : comparaison avec le lot DNT, d : comparaison avec le lot DTSe. 

· Glucose
Les résultats obtenus (figure 11), montrent une augmentation très hautement significative (p≤0.001) de la glycémie chez le lot diabétique non traité (DNT) par rapport aux autres lots de traitement (TS, TTSe, DTSe), et une augmentation avec une différence significative (p≤0.05) chez le DTSe par rapport aux TS et TTSe.

Figure 11. Variation de la glycémie chez le lot témoin et les lots traités après 30 jours de traitement.
a: comparaison avec le lot TS, b : comparaison avec le lot TTSe, c : comparaison avec le lot DNT, d : comparaison avec le lot DTSe.
* :Différence significative (p ≤0,05).
*** : Différence très hautement significative (P ≤0,001). 
· Cholestérol Total 
Les résultats obtenus montrent une augmentationavec une différence très hautement significative (p≤0.001)  de la cholestérolémie chez le lot diabétique non traité (DNT) par rapport aux lots témoins (TS et TTSe), le traitement des souris diabétiques par le sélénite de sodium fait diminuer la concentration sérique du cholestérol avec une différence très hautement significative (tableau 3, figure 12).













Figure 12. Variation de la cholestérolémie chez le lot témoin et les lots traités après 30 jours du traitement.
a: comparaison avec le lot TS, b : comparaison avec le lot TTSe, c : comparaison avec le lot DNT, d : comparaison avec le lot DTSe.
* : Différence significative (p ≤0,05).
*** : Différence très hautement significative (P ≤0,001).
· Triglycérides
Les résultats obtenus  révèlent une augmentation des triglycérides chez le lot diabétique(DNT) avec une différence très hautement significative (p≤0.001) par rapport au lot témoin et les autres lots traité (tableau 03, figure 13). 



Figure 13. Variation de la concentration sérique des triglycérides chez le lot témoin et les lots traités après 30 jours du traitement.
a: comparaison avec le lot TS, b : comparaison avec le lot TTSe, c : comparaison avec le lot DNT, d : comparaison avec le lot DTSe.
* : Différence significative comparant au témoin (p ≤0,05).
*** : Différence très hautement significative comparant au témoin (P ≤0,001).
· Magnésium
Les résultats obtenus montrent une diminution avec une différence très hautement significative (p≤0.001) du taux de magnésium sériques chez le lot DNT comparé aux autres lots  de traitement, (Tableau 03, Figure 15).

Figure 14. Variation du taux de magnésium chez le lot témoin et les lots traités après 30 jours de traitement.
a: comparaison avec le lot TS, b : comparaison avec le lot TTSe, c : comparaison avec le lot DNT, d : comparaison avec le lot DTSe.
*** : Différence très hautement significative comparant au témoin (P ≤0,001).
C. Etude des paramètres biochimiques tissulaires
Des paramètres de la défense anti oxydante  (GSH, GPx, GST, CAT), ainsi qu’un paramètre de la peroxydation lipidique (MDA) du tissu cardiaque  des souris  témoins et traités  ont été dosés et les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 04 et les figures 15, 16, 17, 18, et 19. 
Tableau 4.Variation de taux de glutathion (GSH), glutathion peroxydase (GPx) et l’activité enzymatique de glutathion -S- transférase(GST), Malon di aldéhyde (MDA) et Catalase(CAT) dans le tissu cardiaque chez la souris témoins (T) et traités ; par le Sélénium (Se), l’alloxane (A), et à la combinaison (Se/A) après 30 jours de traitement. a: comparaison avec le lot TS, b : comparaison avec le lot TTSe, c : comparaison avec le lot DNT, d : comparaison avec le lot DTSe. 
	Paramètres
	Lots expérimentaux

	
	
TS

	
TTSe

	DNT
	DTSe

	GSH
(nmol/mg protéine)
	217,2±10,51
	226,2±12,50c***
	100,03 ±5,75abd***
	206,34±10,33c***

	GPx
(µmol/min/mg protéine)
	1,147 ±0,003
	1,13 ±0,002cd***
	0,670 ±0,0003abd***
	
0,988 ±0,016abc***


	GST
(nmol/min/mg protéine)
	2,16±0,22
	2,15 ±0,23c***d*
	3,12 ±0,16abd***
	2,19 ±0,24b*c***

	CAT
(µmol/min/mg protéine)
	0,173 ±0,003
	0,165 ±0,004cd***
	0,086 ±0,005abd***
	0,1572 ±0,007abc***

	MDA
(nmol/mg protéine)
	2,631 ±0,050
	2,742 ±0,051ad*c**
	3,920 ±0,056abd***
	2,853 ±0,042ab*c***



· Glutathion réduit (GSH): 
L’analyse des résultats montrent une diminution avec une différence très hautement significative (p≤0.001) de la teneur  du tissu cardiaque en glutathion réduit chez le lot diabétique non traité (DNT), comparé  au lot témoin(TS) et aux autres lots de traitement.
Le traitement des souris diabétiques par le sélénite de sodium fait augmenter significativement la teneur du tissu cardiaque en glutathion réduit. 



Figure 15.Variation de la teneur du tissu cardiaque en glutathion réduit  (nmol/mg de  protéines),  chez les souris témoins et traités après 30 jours de traitement
a: comparaison avec le lot TS, b : comparaison avec le lot TTSe, c : comparaison avec le lot DNT, d : comparaison avec le lot DTSe.
* : Différence significative comparant au témoin (p ≤0,05).
*** : Différence très hautement significative comparant au témoin (P ≤0,001).
· Glutathion peroxydase (GPx)
Nous avons enregistré une  diminution avec une différence très hautement significative (p≤0.001) de l’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) cardiaque chez le lot diabétique non traité (DNT) par rapport aux lots témoins (TS, TTSe). La supplémentation du sélénium a un effet positif sur l’activité enzymatique de la GPx chez les diabétiques, qui se traduit par une augmentation avec une différence très hautement significative par rapport aux non traités.  


Figure 16.Variation de l'activité enzymatique  de laGPx (µmol/min/mg prot) dans le cœur  chez les souris témoins et traités après 30 à jours de traitement.
a: comparaison avec le lot TS, b : comparaison avec le lot TTSe, c : comparaison avec le lot DNT, d : comparaison avec le lot DTSe.
*** : Différence très hautement significative comparant au témoin (P ≤0,001).
· Glutathion - S- transférase (GST)
        L’injection de l’alloxane à 150 mg/kg du poids corporel a induit une augmentation très hautement significative (P≤0,001) de l’activité enzymatique de la glutathion-S-transférase (GST) chez lot diabétique (DNT) par rapport aux souris témoins (TS, TTSe), et une différence hautement significative (p≤0.01) par rapport au DTSe.



Figure 17. Variation de l’activité enzymatique de la glutathion –S-transférase (nmol /min/mg de protéines) dans les tissus cardiaques chez les souris témoins et traités après 30 jours de traitement. a: comparaison avec le lot TS, b : comparaison avec le lot TTSe, c : comparaison avec le lot DNT, d : comparaison avec le lot DTSe.
** : Différence hautement significative comparant au témoin (P ≤0,01).
*** : Différence très hautement significative comparant au témoin (P ≤0,001).
· Catalase (CAT)
D’après les résultats obtenu son observe une diminution avec une différence très hautement significative (p≤0.001)  de l’activité enzymatique de  la catalase cardiaque chez les souris diabétique(DNT) par rapport aux souris témoins (TS, TTSe). L’administration du sélénium chez les diabétiques augmente l’activité enzymatique de la catalase cardiaque avec une différence  très hautement significative par rapport aux non traités (tableau 04, figure 18). 



Figure 18.Variation de l'activité enzymatique de la catalase (µmol/min/mg prot) dans le cœur chez les souris témoins et traités après 30 jours de traitement. a: comparaison avec le lot TS, b : comparaison avec le lot TTSe, c : comparaison avec le lot DNT, d : comparaison avec le lot DTSe.
*** : Différence très hautement significative comparant au témoin (P ≤0,001).


· Malondialdéhyde (MDA)
D’après le résultat obtenu  on observe une augmentation avec une différence très hautement significative (p≤0.001) du taux de MDA dans le  tissu cardiaque, chez les souris diabétiques non traités (DNT)par rapport aux souris témoins(TS, TTSe). Tandis que les souris diabétiques traitées par le Sélénium (DTSe) montent  une augmentation avec une différence significative (p≤0.05) par rapport aux témoins (TS, TTSe), et une diminution avec une différence très hautement significative (P ≤0,001) par rapport au DNT (Tableau 04, figure 19). 

Figure 19.Variation de la teneur tissulaire en MDA (nmol/mg prot) dans le cœur chez les souris  témoins et traités après 30 jours de traitement. a: comparaison avec le lot TS, b : comparaison avec le lot TTSe, c : comparaison avec le lot DNT, d : comparaison avec le lot DTSe.
*** : Différence très hautement significative comparant au témoin (P ≤0,001).
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Discussions
La présente recherche est basée sur  l’étude de l’effet du sélénium sur la cardiopathie diabétique qui est due à l’oxydation des lipides circulants par les radicaux oxygénés libérés  suite à une hyperglycémie prolongée.
A. Effet du sélénium sur le poids corporel et le poids relatif du cœur
D’après les résultats obtenus, l’injection  de l’alloxane à provoquer une augmentation du poids corporel des souris diabétiques. L’effet de la prise du  poids se traduit par une d’une anomalie qui se caractérise par la présence de perturbations quantitatives et qualitatives des lipoprotéines. Ces lipoprotéines sont chargées de transporter les lipides dans l’organisme, ce qui vient confirmer les résultats d’une précédente étude menée par Kappeler et coll. en 2009 (Kappeler et al., 2009). Avec une l’altération dans le métabolisme des glucides et des protéines associées à des carences absolues ou relatives à des sécrétions d’insuline et / ou de l’action de l’insuline (Daisy. P  et al., 2013 ; Nuriye et Belma, 2005).
En revanche nous avons enregistrée une prise du poids relatif  du cœur chez le lot diabétique non traité.
Ces augmentations associées  présentent une hypertrophie myocardique (Hamby et al., 1974).
Le traitement des souris diabétiques  par le sélénium DTSe (Sélénium / Alloxane) a entrainé une amélioration du poids  corporel et relatifs du cœur chez les souris diabétiques, cette amélioration est due à l'effet protecteur du sélénium contre les effets indésirables du diabète, ce qui vient confirmer les résultats d’une précédente étude menée par Murat et Belma., 2006 ; Boussekine. S et al.,2014 ; S. Boussekine et N. Bouzerna., 2013).
B. Effets sur le bilan biochimique sanguin
L’hypercholestérolémie et l’hyper triglycéridémie sont des facteurs de risque des maladies cardiovasculaires. En effet, les triglycérides sont les principales constituants des membranes cellulaire, l’augmentation de leur concentration est probablement le résultat de l’apoptose (Al-Shinnawy., 2008 ; Motreff., 2005 ).
La formation d'athérome à cause d’une accumulation locale des lipides, une obstruction des artères pouvant mener à des complications telles l'infarctus et l'anévrisme, ce qui a un effet direct sur la fonction cardiaque (Jerome. L., 2011 ; Bonomini et al., 2008 ; Daisy. P  et al., 2013).


D’après nos résultats on observe une augmentation très hautement significative des concentrations sériques des triglycérides et du cholestérol total. Nos résultats sont en accord avec plusieurs d’autres études: Boussekine. S et al., 2014 ; S. Boussekine et N. Bouzerna., 2013; Rodrigues et al., 1986; Mary et al.,1998 ; Maqsood. A et al., 2008 ;Negrs. S et al., 2013; Sanadhya. I et al .,2013; Motreff., 2005.
Le traitement par le sélénium à rétabli les valeurs à la normal ce qui traduit l’effet protecteur du sélénium sur la fonction cardiovasculaire d’ou il prévient les dommages oxydatifs qui sont dus a l’hyper activité des xanthines et xanthine oxydase, et effet bénéfique sur l’homéostasie de glucose, Il diminue l’activité de la majorité des enzymes de la néoglucogenèse et la phosphoenol pyruvate carboxykinase (Becker et al., 1996) d’autre part il diminue la peroxydation lipidique (Zhong et al., 1990; Mary., 1998; Koller. A., 1984; Nuriye et  Belma,  2005 ; Boussekine S. et al., 2014 ; Boussekine S. et Bouzerna N., 2013).
Le magnésium  joue un rôle capital dans l'organisme en permettant la régularisation du rythme cardiaque, nos résultats montrent une diminution de la concentration sérique du magnésium avec une différence très hautement significative, chez le lot diabétique par rapport aux lots ; diabétique traité par le sélénium (DTSe), TTSe et témoins (TS) respectivement. Cette baisse de la magnésémie est due à une diminution de la réabsorption tubulaire (Boussekine. S et al., 2014 ; Flechet., 1990). Tandis que le traitement ou le prétraitement des souris par le sélénite de sodium  pendant 10 Jours  (1,89mg/kg du poids corporel) a amélioré cette activité enzymatique.
C. Effet  du sélénium sur la défense antioxydante
L’étude des paramètres du stress oxydant dans les tissus cardiaque montre une diminution très hautement significative de la teneur tissulaire du glutathion réduit (GSH) chez les souris diabétiques comparés aux autres souris traitée, ce résultat a été confirmé par : (Murat et Belma., 2006 ;Murat et al.,2004 ; Nahla et al., 2006 ; Xi-qun et al., 2004 ; Boussekine. S et al., 2014 ; Boussekine S. et Bouzerna N..,2013).
D'après Bedwai (Abbes. A et al., 2003) la diminution du taux de GSH est expliquée par augmentation du taux de superoxyde et les radicaux libres le GSH est convertit en GSSG (glutathion oxydé).


En effet, le sélénium augmente la disponibilité du glutathion qui est l’un des antioxydants intrinsèques qui empêchent les dommages cellulaires, cette amélioration de la teneur en GSH est bénéfique pour réduire les superoxydes générés au cours du diabète en présence du sélénite de sodium ce qui en accord avec les résultats de (Murat et Belma., 2006 ;Messarah et al., 2009; Shultz . A et Kaplan, A., 1984; Keshan Disease Research Group., 1979).
Les résultats de  Murat et al., 2004   on montré que le mécanisme de l’augmentation de GSH chez les cardiomyocytes des souris diabétiques déclenché par l’action lu sélénite de sodium sur les canaux de K+  qui induisent  la régulation et la diminution de la densité  de potassium, maintenant normaliser le GSH des cardiomyocyte.
D’autre étude, l’implication du stress oxydatif lié à la reperfusion dans le développement des arythmies ventriculaires et dans la déphosphorylation des Connexin-43 myocardique (qui donne un effet inhibiteur sur la conduction rapide dans les fibres cardiaques et la dysfonction contractile cardiaque, des troubles du rythme ou l’altération du métabolisme cardiaque) chez les rats. Le rapport GSH/GSSG, le niveau de Connexin-43 déphosphorylée ainsi que l’activité tissulaire cardiaque GSH Px ont été évalués dans les ventricules, et contribue à  la limitation d’au moins deux de ces facteurs (dysfonction contractile cardiaque, troubles du rythme), ce résultat a été confirmé par : Rakotovao. A et al ., 2005.
Cet effet bénéfique du sélénium est en accord avec les résultats rapportés par Boussekine. S et al., 2014; Boussekine S. et Bouzerna N., 2013 ;Tanguy.S et al., 2004; Murat et Belma., 2006; Nuriye et Belma, 2005 et conforte les effets cardioprotecteurs du sélénium.
La GPx est une enzyme antioxydante clé qui règle le niveau des ROS (la GPx est capable de non seulement de réduire le peroxyde d’hydrogène en eau, mais aussi les hydroperoxydes résultants de l’oxydation des acides gras insaturés) et donc protège les cellules contre les dégâts généré par une dose toxique (comme l’alloxane) (Ducros et Favier, 2004).
D’après nos résultats on observe une diminution de l’activité GPx dans le cœur  chez les souris diabétiques. Cette diminution est due principalement à une surproduction de peroxyde d’hydrogène, ce qui en accord avec les résultats rapportés par Boussekine. S et al., 2014 ; Boussekine S. et Bouzerna N..,2013 ; Murat et Belma., 2006 ; Nuriye et Belma, 2005.


L'administration de sélénite de sodium  à amélioré d’une manière significative l’activité enzymatique de GPx chez les souris diabétiques. C’est la résultat confirmé par les travaux de:Murat et Belma.,2006 ;Zubeyde Xi-Qun .S et al., 2004 ; Tanguy .S et al., 1998 ; Nuriye et Belma, 2005 ; Boussekine. S et al.,2014.
La famille enzymatique des GST est impliquée dans les processus de la détoxification.
En outre, une fonction importante de GST, en réponse au stress oxydant est sa capacité de conjuguer le GSH avec les produits de la peroxydation lipidique (Boussekine. S et al., 2014; Hyes. JD et Pulforf. DJ., 1995).
D’après nos résultats on observe une augmentation très hautement significative de la GST dans le tissu  étudié (le cœur) chez le lot DNT par rapport aux autres lots de traitement ce résultat est confirmé par autres études comme : Nuriye et Belma, 2005 ; Boussekine. S et al., 2014 ; Boussekine S. et Bouzerna N.,2013.
La catalase est une enzyme ubiquitaire et fait partie de la première ligne de défense antioxydante  importante. Elle réduit l’H2O2 en H2O et O2 pour empêcher l’induction d’un état du stress oxydant, maintenir l’homéostasie des cellules et jouer un rôle important dans l’élimination des ERO (Halliwell et Gutteridge, 2008 ;Manawadi et Kaliwal, 2010).
Au cours de notre travail, nous avons enregistré une diminution de l’activité enzymatique de la catalase suite à l’exposition des souris diabétiques. La diminution observée de l’activité de la CAT et de la GPx pourrait probablement être due à l’utilisation de ces enzymes dans la conversion de l’ H2O2 en H2O.
Plusieurs études ont prouvés l’effet inhibiteur du diabète sur l’activité enzymatique de la CAT dans différents organes et tissus chez les animaux d’expérience (Goth, 2008 ; Liu. Z et al., 2008 ; Boussekine. S et al., 2014).
Nos  résultats ont montré l’effet protecteur du sélénium sur les enzymes antioxydants  telles que la GST et la CAT chez les souris diabétiques. Ceci pourrait être couplé à leur capacité de stimuler plusieurs enzymes antioxydants ou d’empêcher des dommages causés par les radicaux libres.
Il a été démontré qui au cours du diabète la génération des radicaux libres suite à l’hyperglycémie provoquent une augmentation des marqueurs de la peroxydation lipidique (MDA) avec diminution de la défense antioxydante conduisant à une cardiopathie diabétique et les maladies cardiovasculaires chez le diabétique (Boussekine. S et al., 2014; Murat et Belma., 2006; Ceriello et al., 1998; Abbas et al.,  2003 ; Manar et al., 2007; Xi-qun et al., 2004) .
L’injection  de Sélénite de sodium  à diminuer significativement le taux de l’MDA (Boussekine. S et al., 2014; Murat et Belma., 2006; Manar et al., 2007; Xi-qun et al., 2004).
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Le stress oxydatif est impliqué dans la genèse de nombreuses pathologies, dont plusieurs maladies cardiaques et circulatoires.
Dans le rappel bibliographique, nous avons vu que par l’intermédiaire des protéines sélénium-dépendantes, le sélénium joue un rôle fondamental dans le système de protection cellulaire. En effet, le statut en sélénium est corrélé à la capacité antioxydante tissulaire.
Les maladies cardiaques sont la principale cause de mortalité mondialement et le resteront, selon les prédictions, pour plusieurs années futures. Une cause majeure de ces maladies est le stress oxydatif induit par le diabète et la peroxydation lipidique. Malgré plusieurs études démontrant les effets du diabète sur le système cardiaque, le lien entre ce dernier et le stress oxydatif demeure nébuleux.
 L'objectif de cette étude était d'étudier le lien entre le stress oxydatif,exprimé à l'aide  de biomarqueurs (MDA), et les enzymes antioxydantes (GPx, CAT, GSH, GST), et l'activité cardiaque, exprimé à 1' aide de la variabilité du rythme cardiaque, et l’effet du sélénite de sodium sur l’évolution du poids corporel, le bilan biochimique sanguin chez les souris. 
D’après les  résultats obtenus, on peut conclure que:
L’injection intra péritonéale de l’alloxane à 150mg/kg du poids corporel chez les souris mâles a induit des perturbations du métabolisme glucidique, lipidique  accompagnées par une augmentation pondéral remarquable.
Le traitement des souris diabétiques par le sélénium par  voie intra péritonéale à raison de 1,89 mg/kg/j n’a pas d’effet sur l’évolution du poids corporel, mais a provoquer une réduction significative de  la glycémie, le bilan lipidique (cholestérol, triglycérides).
Donc le traitement par le sélénium a rétabli les valeurs à la normal ce qui traduit l’effet protecteur du sélénium sur la fonction cardio-vasculaire, par une  diminution de la peroxydation lipidique, et l’augmentation de la défense antioxydante non enzymatique; glutathion réduit (GSH), enzymatique ; glutathion peroxydase (GPx), glutathion S transférase (GST) et catalase(CAT).


Conclusion et perspectives
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1. Courbe d’étalonnage des protéines tissulaires utilisant le sérum albumine bovine (BSA).
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Poids corporel
Poids initial	0.26463683239720887	0.32229603278700197	0.18623892405156617	0.23201676324278769	1	TS	TTSe	DNT	DTSe	34.620000000000012	34.244285714285716	34.965714285714284	34.112857142857152	Poids final	0.18078008266843137	0.21726612147618818	0.20867810150705393	0.2040486708075179	1	TS	TTSe	DNT	DTSe	35.112857142857152	35.117142857142845	38.161428571428544	35.162857142857163	
Poids corporel (g)


Poids relatif du coeur
2.1510622083487214E-2	6.3242692535947134E-3	1.2887122399444581E-2	8.8550919154274602E-3	1	TS	TTSe	DNT	DTSe	0.65995624345660064	0.69077002414285715	0.81543694899999675	0.680099970000003	lots expérimentaux

Poids relatif (g/100g de PC)


Glucose sanguin  
0.11901482541519946	0.15352483077258641	0.24430799118699664	0.15518477027456717	1	TS	TTSe	DNT	DTSe	4.4042857142857095	4.4371428571428577	14.370000000000006	5.44	Lots de traitement

Glucose (mmol/l)


Cholestérol Total
0.24479340171624325	0.19947550273271247	1.0040062606520754	0.81565340444975665	1	TS	TTSe	DNT	DTSe	3.4128571428571428	3.7271428571428702	5.6357142857142861	3.7371428571428602	Lots de traitement

Cholesterol (mmol/l)


Triglycérides
0.1234560626980693	3.8136882000335097E-2	0.10648642448961847	6.692176654651695E-2	1	TS	TTSe	DNT	DTSe	0.75428571428571778	0.71000000000000063	1.5357142857142771	0.86142857142857676	Lots de traitement

Triglycérides (mmol/l)


Magnésium
1.0301575072754043E-2	6.1642563513698394E-3	8.9540452932574989E-3	7.7559970840458039E-3	1	TS	TTSe	DNT	DTSe	1.9500000000000051	1.9442857142857246	1.8957142857142801	1.9585714285714337	Lots de traitement

Maagnésium sanguin (mmol/l)


Glutathion (GSH)
10.50711742434534	12.503573676427255	5.7461439998384494	14.532864667769354	1	TS	TTSe	DNT	DTSe	217.23412580970555	226.24438714940018	100.03399485932387	206.34139572355431	Lots de traitement

GSH Cardiaque (nmol/mg de
proteines)


Glutathion peroxydase (GPx)
2.9008107472712277E-3	3.1240027178760614E-2	3.2555986350456582E-2	1.1587137851564793E-2	1	TS	TTSe	DNT	DTSe	1.1427138598571429	1.0849101138571429	0.6787962360000066	0.9883959087112637	Lots de traitement

GPx Caardiaque (μmol/mg de
proteine)


Glutathion –S- transférase
0.22419756971151567	0.24152022065806242	0.16668714104416271	0.14298144387417469	1	TS	TTSe	DNT	DTSe	2.166666666666667	2.1545328066666682	3.1297878523809799	2.193417276190492	Lots de traitement

GST cardiaque (nmol/mn/mg de
proteine)


Catalase (CAT)
3.0237325783572223E-3	4.9947252679633384E-3	5.7352685117350605E-3	7.8894067598619024E-3	1	TS	TTSe	DNT	DTSe	0.17277806742857138	0.16119292527076415	8.1656820561463159E-2	0.15444255328571441	Lots de traitement

Catalase cardiaque (μmol
H2O2/mn/mg de protéine)


Malondialdéhyde (MDA)
5.0262852832499323E-2	5.1824902435766561E-2	5.6246781632336984E-2	4.2367798339386475E-2	1	TS	TTSe	DNT	DTSe	2.6314145856525202	2.7428777685714518	3.9203048491778012	2.8537152562647949	Lots de traitement

TBARS cardiaque (nmol
MDA/mg de protéine)



image5.png
1 NADPH  NADP* NAD*  NADH
1 Glucose
AN PP N Y
Vo E— |
1 Gluotse 6P Voie des polyols
n —— 1 Glucosamine-6-P -~ UDP-GIcNAC
1 Fructose-6-P Ve \,
Pentose-5-phos- [ 6 Gn Gl
phates T® i ——— \oie de I'hexosamine———— =l
+ =
Erythrose-4-phos- Thiamine NADH NAD*
phate 3 IDHAP\ / 1 a-Glycerol-P — t DAG — t1PKC
/E Voie de la PKC —————
1 Glyceraldshyde-3-P-
NAD*- 2
Methyi - 1 AGES
\l GAPDH—10, t lglyoxal - t
o - 5]\ m——— Voie des AGE—————

1, 3Diphosphoglycerate  Stress oxydatit




image6.emf

image7.emf

image8.emf

image9.png
Produits terminaux






image10.png
2HO + 0

assa

Gra +

~amp] arx
208

cat

orme. _, mo+no

Fe'/Cu”
o, L

Bo™ o + 0




image11.png





image12.png
Cl
NOz

GSH+ GST 6 +Cl+H-

> 03N \ /

NO
NO, 2

CDNB GS-DNP




image13.png
2~

NGM
o
4
&

o 0 SYN oH HO, NYSH
M — ]
H "CH—CH==CH'
oH o




image1.png
Guuy - Ll Lyl 8ol
Universite Larbi Tebessi - Tebessa




image2.png
abgaed
FSESNV

#

il gieubil pole gl polell s
ncue oes sciences xacTes
R .




image14.png
05
045

04

035
03
05
02
015

o1

005

o o2 ot 05 08 1
BSA (mg/ml)





image3.jpeg




image4.jpeg





