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Figure 36. L’index PCNA chez les rats témoins et STZ, non jelineurs, jedneurs et CR.

Figure 37. L’expression immunohistochimique du PCNA (proliferative cellular nuclear antigen) dans
le cortex rénal des rats témoins et STZ non je(neurs, jelneurs et CR (Grossissement X40). Les cellules

positives au PCNA présentent des noyaux brun noiratre.



LISTE DES ABREVIATIONS

L1STE DES ABREVIATIONS

Ac: Anticorp

ADF: alternate day fasting

Ag: Antigéne

AUC: area under curve

CM: Collect medium

CR : Restriction calorique

DT1: Diabéte de type 1

DT2 : Diabete de type 2

HOMA : homeostatic mode assessment
IA: Islet antigen

IFN: Interféron

IL: Interleukine

IPGTT: test de tolérance intra péritonéale au glucose
J: jeGineurs

NJ: Non jelineurs

PCNA: proliferating cell nuclear antigen
PDX1: pancreatic and duodenal homeobox gene 1
PKA: Protéine kinase A

PKB: Protéine kinase B

STZ: Streptozotocine

T°: Température

TNF: Tumor necrosis factor

AGL.: Acides gras libres
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Le jelne intermittent est considéré comme une alternative a la restriction calorique
classiquement utilisée pour la prévention de complications liées au diabéte de type 1 et 2. Ce jelne
intermittent est dans la majorité des cas sous forme de cycles répétitifs d’alternance entre 24 h de jeline
et 24 h de réalimentation ad libitum. Pour notre part, nous nous intéressons a étudier ’effet du jetine
intermittent mimant celui du Ramadan. Il s’agit dans cette étude d’un jeline intermittent répété pendant
30 jours avec un cycle jeline/réalimentation de 15 h/9 h. Notre but est d’explorer I’effet de ce jeline sur
I’évolution de certains parametres biochimiques et organiques qui ont été altérés durant le diabéte de
type 1 et 2. Pour réaliser nos objectifs, le diabete a été induit chez deux espéces distinctes. Chez les
Psammomys, le diabete d type 2 a été provoqué par induction nutritionnelle ou leur régime naturel,
I’ Atriplex halimus, a été remplacé par un aliment synthétique hypercalorique. Le diabéte de type 1 a
été induit par injection de rats wistar & la streptozotocine (STZ) (60 mg/Kg) par voies intrapéritonéale.
En plus du jelne intermittent, une restriction alimentaire de 20% et de 40% a été respectivement
imposée a un groupe de rats wistar témoins et de rats STZ. Notre objectif est de comparer I’effet du
jetine a celui d’une restriction alimentaire dans le but de voir si 1’effet bénéfique observée durant le
jeline imposé aux rats diabétiques de type 1 est di a la restriction calorique (CR) en soi ou a la
limitation de la fréquence des prises alimentaires. Chez les deux espéces, les rats ont été répartis en
fonction de leur statut métabolique : témoins, diabétiques ou non diabétiques pour les Psammomys
obesus, et témoins et diabétiques pour les rats wistar. Chagque groupe métabolique a été réparti en
sous-groupe : jelneurs (J) et non jelneurs (NJ). Les animaux jelineurs sont soumis & une privation

alimentaire quotidienne d’une durée de 15 h et ce pendant 30 jours.

La glycémie postprandiale reste stable chez les rats témoins. Chez les Psammomys diabétiques, la
glycémie postprandiale diminue sous ’effet du jeline intermittent, alors qu’elle reste pratiquement
stable chez les non diabétiques. L’amélioration de la tolérance au glucose chez les Psammomys
diabétiques jetineurs est accompagnée par une amélioration de I’insulinorésistance. Les paramétres
lipidiques sont également améliorés par ce jeline avec une diminution du taux de triglycérides
plasmatique et hépatiques accompagnée sur le plan histologique par une diminution du volume et du

nombre de gouttelettes lipidiques.

Chez les rats STZ, la glycémie retrouvée chez les rats J et CR est significativement plus faible
par rapport a celle des rats STZ non jelneurs. Les valeurs de I’index insulinogénique ont tendance a
étre relativement plus élevées chez les rats diabétiques J et CR par rapport aux rats STZ non jedneurs.
Ni le jeline intermittent ni la restriction calorique ne semble affecter la sécrétion d’insuline ou le

contenu insulinique. Les Tlots de pancréas prélevés a partir de rats STZ je(ineurs et soumis a la CR
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semblent retrouver une architecture relativement plus homogéne comparée a celle des rats STZ non
jelneurs. D’ailleurs, la masse cellulaire  augmente relativement chez les rats STZ J et CR. Le
marquage au TUNEL démontre un fort taux d’apoptose au niveau des ilots de pancréas prélevés a
partir de rats STZ NJ. Cette Apoptose est de 46,5% et de 30% moins élevée respectivement chez les
rats STZ je(neurs et CR par rapport au taux calculé chez les rats STZ non je(neurs. L’analyse
histologique des coupes de rein de rats STZ non jelineurs, démontre la présence de cellules Armanni-
Ebstein principalement dans les tubules proximaux. Une forme de dégénérescence est observée a
proximité de ces cellules. Ces modifications semblent partiellement &tre moins accentuées au niveau
des coupes rénales de rats soumis a la restriction alimentaire mais surtout chez ceux soumis au jeline
intermittent. D’ailleurs, le taux de prolifération cellulaire est plus bas chez les rats STZ jetneurs et CR

comparés au taux de prolifération chez les rats STZ non je(neurs.

Enfin, Cette étude démontre qu’un jetine intermittent de 15 heures observé durant 30 jours
pourrait relativement contribuer a améliorer I’homéostasie chez des rats atteints de diabéte de type 1 et
2. En effet, il a été constaté que I"hyperglycémie, qui joue un rdle dans la genése de complications
liées au diabéte, est diminuée sous 1’effet du jetine aussi bien chez les rats diabétiques de type 1 que 2.
Néanmoins, les rats atteints du diabéte de type 2 semblent étre plus sensibles a 1’effet du jeline sur
I’homéostasie glucidique. Ceci démontre que I’effet bénéfique du jeline sur le diabete et surtout sur les
acteurs veillant sur ’homéostasie glucidique reste trés relatif a la masse cellulaire B résiduelle. Dans le
cas du diabéte de type 1, cette amélioration semble étre plus «timide », en raison de la destruction
accentuée des ilots. Cependant, I’hyperglycémie reste moins élevée chez les rats STZ jelneurs et CR
ce qui pourrait avoir une origine autre que la sécrétion de I’insuline par les ilots . Les acteurs

contribuant a cette diminution de I’hyperglycémie chez les diabétiques de type 1 reste a élucider.

Mots clés : diabetes type 1, diabétes type 2, jene intermittent, restriction calorique, Psammomys
obesus, Albinos albinos, streptozotocine, insulinorésistance, Tlots pancréatiques, stéatose hépatique,

complication rénale.
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SUMMARY

Calories intake excess induces metabolic disturbances leading to the outcome of chronic
diseases. Caloric restriction (CR) and intermittent fasting (IF) are two diet manipulations used to
reverse the negative effect of calories overabundance. Several studies have proven effectiveness of
these two paradigms to prevent development of many diseases such as diabetes. The intermittent
fasting paradigm known as alternate day fasting (ADF) consists in total food deprivation for a
full day that alternates with a “feast day”” on which food is consumed ad libitum. The fast and
feast periods are typically 24 h each, but they may vary. Our aim is to assess the effect of
intermittent fasting mimic Ramadan fasting upon biochemical and organic parameters related to
carbohydrate and lipid metabolism and which could be altered by diabetes conditions. This fasting
consists of a daily intermittent fasting for 15 hours followed by ad libitum period, over 30 days. To
fulfill our aim, we use animal models representing each one diabetic syndrome. We study the effect of
intermittent fasting in Psammomys obesus and Albinos albinos rat developing respectively diabetes
type 2 and 1. We induced diabetes in Psammomys by switching them from vegetable diet to
hypercaloric one. Diabetes type 1 was induced in wistar rats by intraperitoneal injection of 65 mg/Kg.
Each group of rats was divided in control and diabetic rats. After what, they were either submitted to
intermittent fasting or continue to have free access to food over the 30 last days of experiment. Those
undergoing fasting were deprived from food during 15 hours over a period of 30 days. Third STZ sub
group were exposed to a restricted food supply comparable to that ingested by the intermittently
fasting animals. Such a caloric restriction represented a 20% decrease in food intake in the control
animals and a 40% decrease of food intake in the STZ rats.

In Psammomys obesus, the postprandial glycemia was comparable in control and non-diabetic
sand rats, and little affected by intermittent fasting in these animals. In diabetic rats, however, the
postprandial glycemica increased over the last 30-day period in non-fasting animals, whilst it
decreased in the intermittently fasting animals. An essentially comparable situation was documented
during the IPGTT performed in non-diabetic and diabetic rats before the switch in food intake and at
days 10, 20 and 29 of the last 30-day period. In this case, intermittent fasting prevented in both non-
diabetic and diabetic animals, the progressive deterioration of glucose tolerance otherwise recorded in
non-fasting sand rats. Plasma insulin decrease under fasting, in another hand insulin stores are
somewhat replenished in pancreatic islets from fasting diabetic rats. Insulin resistance is improved by
intermittent fasting through de decrease of HOMA. This decrease contributes to improve plasma
triglyceride concentration and liver triglyceride content which thereby alter steatosis in non-diabetic

and diabetic rats.

In diabetic wistar rats, hyperglycemia persists even after fasting and CR. However, it remains

less increased compared to that recorded in non-fasting diabetic wistar rats. This relative improvement
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is accompanied by a weak architectural restoration of islets which are destroyed by streptozotocin.
However, Insulin secretion was improved neither by intermittent fasting nor by calorie restriction.
Apoptosis seems decreased in Islets from IF and CR diabetic rats. This decrease averaged 46.5% and
30% respectively in fasting and calorie restricted diabetic rats comparing with relative values of 100%
in non-fasting diabetic rats. Proximal tubular epithelial cells showed obvious changes with PAS-
positive grains at the periphery of cytoplasm (Armanni-Ebstein cells). This change was especially
prominent in the straight portion of proximal tubules. These changes seem to be less accentuated in

diabetic fasting and calorie restricted rats.

Finally, the present study reveals that an intermittent daily fast has some beneficial effect upon
biochemical and organic parameters which were altered by diabetes. Type 2 diabetic rats seems
respond more to this fasting than the type 1 diabetic rats. This is probably due to the high degree of
alteration in type 1 diabetes. It is important to have a residual beta cells mass which may respond
positively to regimen like intermittent fasting. Even slight improvements of glucid and lipid profile

contribute at least to delay complication related to diabetes conditions.

Key words: diabetes type 1, diabetes type 2, intermittent fasting, calorie restriction, Psammomys
obesus, Albinos albinos, streptozotocine, insulinoresistance, pancreatic islets, hepatic stetosis, kidney

injury.
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Le diabéte est une maladie caractérisée par une hyperglycémie chronique consécutive a des

altérations immunologiques ou métaboliques d’origine génétiques et/ou environnementales.

Le diabete de type 1 (DT1) est une maladie d’origine multifactorielle liée a I’effet de plusieurs
geénes et de facteurs environnementaux. En effet, il s’agit d’une maladie ayant un comportement de
prédisposition qui fait que certains individus sont plus sensibles a développer le DT1. Toutefois, les
facteurs environnementaux tels que les virus, les toxines et certains facteurs diététiques, jouent un role

dans le déclenchement de cette maladie a caractére immunitaire.

Le diabéte de type 2 est une maladie polygénique caractérisée par un déreglement du
métabolisme glucidique et lipidique. C’est le mode de vie actuel, caractérisé par une alimentation riche
et une augmentation de la sédentarité, qui est responsable de la genése de cette maladie. Cependant, il
est a préciser que la prédisposition génétique joue un role primordial dans 1’apparition du diabéte non
insulinodépendant. En effet, sans prédisposition génétique, une alimentation hypercalorique ne peut
déclencher a elle seule le diabéte, elle générerait plutbt une obésité considérée également comme une

autre maladie métabolique et dont la prévalence ne cesse d’augmenter de par le monde.

Des études épidémiologiques récentes dévoilent une tendance a une augmentation globale,
« planétaire », de I’incidence de cette maladie. En effet, Le nombre de diabétiques a atteint en 2010,
285 millions de personnes. Ce nombre augmentera de 54% en 2030 (Shaw et al, 2010). Il en est de
méme pour I’ Algérie dont le nombre de patients diabétiques passera de 1.632000 en 2010 a 2.850.000

en 2030 (Shaw et al, 2010).

L’étiologie ainsi que la physiopathologie du diabéte de types 1 et 2 sont parfaitement
différentes, néanmoins quels que soient les mécanismes déclenchant ces deux maladies, ils aboutissent
a la destruction progressive des cellules B. Les cellules B deviennent progressivement incapables de

répondre aux changements métaboliques. Il en résulte ’apparition d’une hyperglycémie et donc des
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perturbations aussi bien de 1’homéostasie glucidique que lipidique qui résultent en 1’apparition de

complications liées aux déreglements de I’homéostasie.

La gravité d'un diabéte est liée a la sévérité des complications chroniques qui peuvent lui étre
associées apres quelques années d'évolution. Ce sont essentiellement la neuropathie, la rétinopathie, la
néphropathie et la macro angiopathie. Ces complications sont influencées non seulement par la durée
du diabéte mais également par le niveau moyen de glycémie chronique (Nathan, 2002). En effet,
I'nyperglycémie chronique joue un réle essentiel dans leur genése, avec des conséquences toutefois

différentes.

Les traitements préconisés pour chaque type de diabéte doivent étre accompagnés de mesures
hygiéno-diététiques. Ces mesures consistent en des régimes restrictifs qui assisteraient les traitements

a mieux rétablir I’homéostasie glucidique et lipidique.

A cet effet, plusieurs auteurs se sont intéressés a étudier I’effet de la restriction alimentaire sur
la prévention et le retardement du diabéte ou des complications qui lui sont liées. Deux paradigmes de
la restriction alimentaire ont été largement étudiés chez les rats, les souris et méme chez I’homme pour
évaluer leur effet sur I’espérance de vie. Le premier paradigme concerne la restriction calorique (CR),
définie comme étant la réduction de la consommation calorique au-dessous de la consommation
usuelle et ceci sans malnutrition. Généralement, la consommation alimentaire est limitée a 60-85%
des besoins énergétiques quotidiens. Le second paradigme concerne le jeline intermittent ou ADF
(alternate day fasting) qui consiste en une privation alimentaire pendant un jour entier (24 heures)

alternée avec un jour (24 heures) ou la nourriture est consommée ad libitum.

Tous les auteurs ayant étudié 1’effet du jeline intermittent ADF sur la prévention de certaines
maladies telles que le diabéte et les pathologies qui lui sont liées, ont démontré son effet bénéfique sur
des parameétres biochimiques et organiques qui joueraient un réle négatif sur la physiopathologie de
nombreuses maladies chroniques. Il n’y a aucun doute concernant 1’efficacité de ce genre de jeline,
cependant la question qui se pose concerne la faisabilité des 24 heures de jeline chez ’homme. Le

sentiment de faim pourrait décourager les sujets a adopter ce genre de diéte sur une longue période. La
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réduction de la durée de jetine ou alors la limitation des fréquences d’alimentation a un repas par jour
pourrait étre plus acceptable par les sujets qui pourraient ainsi mieux profiter des bienfaits du jelne

intermittent sans frustration.

Le « jeline du Ramadan », consistant en une privation alimentaire quotidienne se prolongeant
sur 30 jours, présente un modele de jelne intermittent assez intéressant du fait que la période
d’intermittence entre le jeline et la réalimentation s’étale sur 24 heures au lieu des 48 heures

préconisées dans le modéle ADF.

C’est dans ce cadre que s’inscrit notre travail qui consiste a étudier 1’effet du jeline
intermittent, mimant le modele Ramadan, sur certains paramétres biochimiques et organiques qui ont
été altérés par le diabete de type 1 ou 2. Ce je(ne intermittent consiste en une privation alimentaire
quotidienne de 15 heures, suivie d’une période de réalimentation ad libitum de 9 heures et ce durant 30

jours.

A travers la restriction alimentaire imposée par ce jelne, nous envisageons a améliorer le
contréle glycémique et le métabolisme lipidique a travers ’amélioration de la sécrétion de I’insuline

ainsi que 1’augmentation de la sensibilité a cette hormone.

Par la diminution de la prise alimentaire due a la restriction alimentaire observée durant 15
heures, la demande de 1’organisme en insuline pourrait diminuer du fait de la diminution des apports
alimentaires, ce qui contribuerait probablement a 1’amélioration de la sécrétion insulinique résultant
d’une restauration des ilots pancréatiques qui voient leur nombre et leur morphologie altérés par le

diabete.

L’amélioration d’une part de la production de I’insuline par le pancréas et d’autre part de
I’insulinosensibilité, pourraient également avoir un impact bénéfique non seulement sur le contréle
glycémique mais également sur le métabolisme lipidique dont les anomalies contribuent a I’apparition

de risques macrovasculaires.
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Pour vérifier notre hypothése sur 1’effet probable du jeline intermittent sur le métabolisme au
cours du diabéte, nous avons utilisé un modele animal pour chague type de diabéte. Le diabéte de type
1 a été induit chez le rat wistar (Albinos albinos) par injection de la streptozotocine par voie
intrapéritonéale. A cet effet, il a été rapporté que la streptozotocine induit un diabéte chez les rongeurs
(rats ou souris) assimilé au diabéte de type 1 chez ’homme (Hayashi et al, 2006 ; Lenzen, 2008).
Concernant le diabéte de type 2, le modele animal semblant le plus approprié pour représenter ce
diabete est le rat de sable : Psammomys obesus. Ce rongeur saharien compte parmi les rares especes
offrant I’avantage de développer un diabéte de type 2 nutritionnellement induit, rappelant celui du

diabéte de type 2 humain (Kaldron et al, 1986).

L’utilisation de modé¢les animaux nous permettra de cerner I’effet de ce jeline sur le plan
plasmatique, mais surtout sur le plan tissulaire et ce par 1’étude immunohistochimique du pancréas et

I’étude histologique du foie et du rein.
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CHAPITRE |
CELLULES BpET LE DIABETE

La masse cellulaire §, terme qui recouvre a la fois le nombre et le volume des cellules 3
(Cerasi et Ktorza, 2007) et qui n’est entre autre que la proportion des cellules sécrétrices d’insuline par
rapport au reste du pancréas, est un élément clé dans I’équilibre glycémique. La proportion des cellules
B est sujette a des variations toute au long de la vie, et ce depuis ’embryogénese jusqu’a 1’age adulte
(Montanya et al, 2000). Ces variations sont le résultat d’une capacité remarquable d’adaptation de ces
cellules aux besoins de 1’organisme en insuline, aussi bien dans des conditions physiologiques

normales que dans des situations pathologiques.

1 Capacité d’adaptation des cellules f§

11 Capacité d’adaptation anatomique

La capacité d’adaptation ou autrement dit la plasticité anatomique des cellules B, reflétée par
les variations du nombre et du volume de celles-ci, est régie par 4 processus (figure 1): la réplication
des cellules différenciées préexistantes, la différenciation de cellules précurseurs en cellules f
(néogenese), I’hypertrophie des cellules B et la mort cellulaire programmée ou apoptose (Bouwens et

Rooman, 2005).
1.1.1 Réplication

Longtemps considérés comme étant statiques, les Tlots pancréatiques, majoritairement
composés de cellules B, sont actuellement considérés comme étant dynamiques, ce qui permet d’une
part leur développement tout au long de la vie (Montanya et al, 2000), et d’autre part le maintien de la
capacité de ce microorgane a répondre aux stimuli externes (Salpeter et Dor, 2008). Dés la premiere
semaine de vie, les cellules B s’auto-répliquent assurant ainsi leur expansion, ensuite leur taux de
réplication diminue progressivement durant la vie postnatale (Bouwens et Rooman, 2005). Le taux de

cellules B en phase S du cycle cellulaire est inférieur & 0,25% a I’age de 3 mois (Montanya et al,
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2000). Les cellules préexistantes se répliquent sous 1’effet de plusieurs facteurs tels que le glucose, le
GPL-1 (glucagon-like peptide-1) qui stimule la réplication et diminue 1’apoptose, ainsi que des
facteurs de croissance dont le IGF-I et Il (insulin-like growth factors), le PDGF (platelet-derived

growth factor), EGF (epidermal growth factor) et d’autres ((Bouwens et Rooman, 2005).

1.1.2 Néogéneése
La néogénese des ilots pancréatiques se référe spécialement a 1’augmentation de la masse
cellulaire B via la différenciation des cellules précurseurs pancréatiques adultes, localisées dans
I’épithélium ductal ou le tissu acinaire, en tissu fonctionnel et physiologiquement régulé (Pittenger et
al, 2009). La néogénése a partir des cellules progénétrices induit une forte expansion des cellules 3,
alors que 1’autoréplication de ces cellules induit une faible expansion (Bouwens et Rooman, 2005). La

régulation moléculaire de la néogénése n’a pas encore été élucidée.

1.1.3 Hypertrophie

La masse cellulaire B ne dépend pas uniquement de la formation (réplication et néogénese) et
de la mort des cellules B, mais également de la taille individuelle de ces derniéres, autrement dit de
leur hypertrophie ou atrophie (Montanya et al, 2000). L hypertrophie joue un réle important dans
I’expansion de la masse B (Cerasi et Ktorza, 2007) et le maintien de cette masse cellulaire 3
notamment durant 1’age adulte. En effet, il a été constaté que chez le rat, durant les premiers mois de la
vie, aussi bien I’hyperplasie que I’hypertrophie des cellules B contribue a 1’augmentation rapide de la
masse cellulaire béta, alors que chez le rat &gé, cette augmentation repose uniquement sur
I’hypertrophie (Montanya et al, 2000). Enfin ’hypertrophie, tout comme la réplication, est stimulée
par le glucose. En effet, il a été rapporté qu’une infusion au glucose durant 96 h causait I’augmentation
de la masse cellulaire B a partir de la stimulation de la réplication mais également de I’hypertrophie

(Bonner-Weir et al, 1989).

1.1.4 Mort cellulaire (apoptose)

Outre I’apoptose des cellules B qui contribue au développement du diabéte de type 1 et 2

(Mathis et al, 2001), il existe une apoptose basale de ces cellules qui joue un role dans le remodelage
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et le développement du pancréas endocrine normal (Johnson et Luciani, 2010). Déja a la naissance, il
existe une apoptose des cellules béta, qui est suivie par des proliférations menant a I’expansion de la
masse cellulaire B. Ainsi, durant toutes les étapes de la vie, la réplication et la mort de ces cellules sont
étroitement contrélées par des facteurs intrinséques et extrinséques qui ajustent la masse cellulaire béta
en fonction des demandes métaboliques (Johnson et Luciani, 2010). Si cet équilibre qui existe entre la

réplication et ’apoptose est rompu en faveur de 1’apoptose, il en résulte 1’apparition du diabéte.

Dans le diabéte de type 1, une apoptose excessive est capable d’initier une réponse
immunitaire chez les individus susceptibles. 1l a été suggéré que ’apoptose durant la période
périnatale promeut la présentation des auto-antigénes des cellules B ce qui provoque une réponse auto-
immune contre celles-ci (Mathis et al, 2001). Les acteurs responsables de la destruction des cellules
béta au courant du diabéte de type 1 sont I'IL-1p et 'INF-y. Concernant le diabéte de type 2, il a été
suggéré que I'IL-1p, le TNF-a ainsi que I’IL-6 sont impliqués dans 1’apoptose des cellules  (Rhodes,

2008).
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Figure 1. Mécanismes régulateurs de la masse cellulaire  (Cerasi et Ktorza, 2007).
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1.2 Capacité d’adaptation fonctionnelle

La cellule B démontre une grande plasticité fonctionnelle, aussi bien & des stimuli aigus que
chroniques. Ces stimuli peuvent étre rencontrés lors de divers situations telles que 1’obésité (Ferrannini
et al, 2004), la grossesse (Bouwens et Rooman, 2005), I’effort athlétique (Cerasi et Ktorza, 2007) ou
alors une infusion de glucose (Bonner-Weir et al, 1989).

L’adaptation a long terme de la cellule f est aussi largement documentée. Ainsi, 1’athléte
professionnel, dont la sensibilité a I’insuline est trés €levée, peut maintenir une glycémie normale en
sécrétant 2 a 3 fois moins d’insuline que I’individu moyen (Cerasi et kortza, 2007). L’adaptation
fonctionnelle de la cellule B a une suralimentation est cruciale car elle conditionne le maintien de
I’homéostasie glucidique. En effet, en réponse a I’augmentation des demandes métaboliques, la cellule
B « se doit » de maintenir une glycémie normale et par conséquent ajuster sa sécrétion d’insuline pour

faire face a ces changements métaboliques.

1.2.1 Sécrétion de I’insuline par la cellule

La cellule B adapte sa sécrétion d’insuline en réponse a différents stimuli qu’ils soient
métaboligues, hormonaux ou nerveux. Le stimulus principal déclenchant la sécrétion insulinique reste
I’augmentation du glucose dans le sang. La particularité majeure de la cellule B consiste dans ses
facultés a analyser exactement la concentration du glucose sanguin et a traduire ceci dans une réponse
adaptée (figure 2). Pour se faire, le glucose doit pénétrer a I’intérieur de la cellule f pour déclencher
des réactions en chaine aboutissant a I’exocytose de I’insuline. Le glucose est transporté par la cellule
a I’aide de transporteur : GLUT2 chez les rongeurs et le GLUT 1 chez I’humain (Magnan et Ktorza,
2005). Ce transporteur, comme les enzymes clés de la glycolyse, possede un Km correspondant a des
glycémies supraphysiologiques ce qui permet une adaptation rapide de sa vitesse selon la
concentration physiologique du substrat, le glucose (Rigalleau et al, 2007). Le glucose est ensuite
phosphorylé en glucose-6-phosphate par la glucokinase. Une fois phosphorylé, il est utilisé
principalement par la voie de la glycolyse et de la respiration oxydative. Le métabolisme du glucose

dans la cellule B est a ’origine d’une production accrue de protons, d’équivalents réduits (NADH,
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NADPH, glutathion réduit) et surtout d’intermédiaires phosphorylés & haute énergie (ATP) (Magnan
et Ktorza, 2005). L’augmentation de I’ATP et la diminution du rapport ADP/ATP conduit a
I’inactivation des canaux K*/ATP entrainant une dépolarisation membranaire et 1’ouverture de canaux
Ca®* voltage-dépendants, aboutissant finalement 4 l’augmentation massive de la concentration
cytosolique de Ca?*. L’augmentation du calcium intracellulaire, de concert avec d’autres seconds

messagers (AMPc), stimule la libération d’insuline (Ferré, 2005).
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Figure 2. Mécanisme de la sécrétion insulinique (GK : glucokinase ; GLUT 2 : glucose transporter 2

(Magnan et Ktorza, 2005).

1.2.2 Mécanisme d’action de I’insuline

Le principal role de I’insuline est de diminuer le taux de glucose sanguin, quand celui-ci est en
exces, en assurant la captation du glucose par les tissus périphériques. Cette captation est assurée par
des transporteurs de glucose : les GLUT4, qui assure son transport dans les tissus périphériques
sensibles a I’insuline : muscle et tissu adipeux (Rigalleau et al, 2007). L’externalisation du GLUT 4 a
la surface des cellules de ces tissus est un des principaux effets induits par 1’activation de la voie de
signalisation de I’insuline (Rigalleau et al, 2007). La signalisation de I’insuline inclut : la liaison de

I’hormone a la sous unité a et la stimulation de la phosphorylation de la tyrosine de la sous unité § du
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récepteur d’insuline. L’autophosphorylation de la sous unité § induira I’activation de leur kinase
intrinséque envers IRS-1/2 (Kahn et White, 1988). Les IRS activés interagissent avec la sous-unité
régulatrice p85 de la phosphatidylinositol (P1) 3Kinase, entrainant sa translocation a proximité de la
membrane cellulaire ou se trouvent les phosphoinositides, substrats de sa sous-unité catalytique p110.
Cette derniere les phosphoryle, générant du phosphatidylinositol triphosphate « PIP3 » qui active
d’autres protéines kinases : PKB, PKC atypiques. Ces dernieres vont mettre en jeu des voies
métaboliques majeures : pénétration intracellulaire du glucose avec la translocation membranaire de

ses transporteurs GLUT4, synthése de glycogene et lipogenése (Rigalleau et al, 2007).

2. Dysfonctionnement des cellules f§ et I’hyperglycémie

Des facteurs génétiques ainsi qu’environnementaux peuvent ceuvrer ensemble et induire des
troubles dans le bon fonctionnement des cellules f qui ne peuvent plus s’adapter aux changements
métaboliques. Ces cellules perdent leur plasticité tant sur le plan anatomique que fonctionnelle. 1l en
résulte de ce dysfonctionnement une perturbation de [’homéostasie glucidique mais également
lipidique. Ceci est le cas du diabéte de type 1 et 2 ol le dysfonctionnement de 1’adaptation des cellules
B joue un rdle déterminant dans I’apparition de ces maladies.

2.1 Diabéte de type 1

Le diabéte de type 1 est défini comme étant une condition dans laquelle une destruction
progressive des cellules béta aboutit a une deficience absolue en insuline (Tisch et McDevitt, 1996).
Dans la plupart des cas, cette destruction est d’origine immunitaire (Giudicelli, 2001 ; Elhadj Ali et
Dayan, 2009). Les mécanismes moléculaires initiaux qui conduisent a la réaction auto-immune ne sont
toujours pas enticrement identifiés. Cependant, ce qui est bien établi ¢’est que ce sont principalement
les lymphocytes T qui induisent cette maladie. Aussi bien les lymphocytes CD4+ auxiliaires que les
CD8+ cytotoxiques sont impliqués dans la réponse a certains antigénes synthétisés par les cellules
pancréatiques elles-mémes. Il s’agit de peptides dérivés de [I’insuline, 1’acide glutamique
décarboxylase (GAD) et la tyrosine phosphatase 1A-2 et IA2-f (Lernmark, 2001). Ces antigénes de la
cellule B sont présentés aux cellules T par les cellules présentatrices d’antigénes (APCs) dont les

macrophages et les cellules dendritiques (Mathis et al, 2001). Il apparait hypothétiguement que les
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antigeénes de la cellule B sécrétés par les cellules apoptotiques seraient un signal d’activation efficace
pour les APCs en particulier les cellules dendritiques. Cette activation locale des APCs est suivie par
leur migration dans les nodules lymphatiques pancréatiques dans le but de présenter I’Ag aux cellules

T immatures spécifiques aux cellules B (Thivolet, 2002).

D’autre part, il a ét¢ démontré que les cellules f montrent une susceptibilité aux actions
combinées de cytokines inflammatoires telles que les IL1-B et IFNy, sécrétées par les cellules
mononucléaires dans les acinies des ilots. Ces cytokines diminuent 1’expression de certains génes qui
affaiblissent les fonctions spécialisées des cellules B et réduisent la masse cellulaire B (Cardozo et al,
2001). Plus surprenant encore, les cellules f exposées aux cytokines pourraient également augmenter
I’expression des geénes codant pour des chémokines et des molécules d’adhésion responsables de
I’activation et de l’attraction des cellules T et ainsi de ’accélération de leur influx vers les ilots
(Thivolet, 2002). Il est intéressant de préciser que ni I’IL-B1 ni I'IFNy ne peuvent agir seul sur
I’induction de 1’apoptose des cellules B humaines, cependant c’est la combinaison de ces deux
cytokines qui induit directement la mort de ces cellules (Eizirick et Darville, 2001). En effet, I’IL-p1
seul ne peut induire I’expression de la iNOS (forme inductible de I’oxyde nitrique synthase) (Eizirick
et al, 1996). Cette enzyme est responsable de la production de 1’oxyde nitrique (NO) décrit comme
ayant un réle crucial dans la suppression de la fonction des flots, induite par les cytokines. De plus ce

radical est considéré comme la voie finale commune dans la mort des cellules p (Eizirick et al, 2002).

D’autres protéines sont impliquées dans le phénomene de destruction des cellules  lors du
DT1. Il s’agit des récepteurs Fas des cellules B dont I’expression est augmentée par I’effet indirect des
cytokines citées. Cette surexpression de ces récepteurs au niveau de la membrane des cellules B
augmenterait la susceptibilité de ces cellules a 1’apoptose facilitée par le ligand Fas (FasL) exprimé a
la surface des macrophages et des lymphocytes T invasives (Amrani et al, 2000). L’importance des
récepteurs Fas dans la destruction des cellules B est prouvée par une étude in vivo montrant que des
souris NOD déficientes en Fas ne développent pas de diabéte spontanément et sont résistantes aux L+

diabétogéniques (Itoh et al, 1997). D’un autre c6té, Herrera et ses collaborateurs (2000) ont démontré
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que le TNF (tumor necrosis factor) membranaire apporté par les cellules CD8+ activées jouerait un

role dans le diabete auto-immun en absence de Fas ou de perforine.

Du point de vue fonctionnel, les cytokines induisent le dysfonctionnement de la cellule B qui
précede la mort cellulaire de quelques jours (Eizirick et Pavlovic, 1997). En effet, ils affectent la
production d’insuline (Eizirick et al, 1996), I’expression du PDX1 (pancreatic and duodenal

homeobox gene 1) (Ling et al, 2000), GLUT2 (Ling et al, 2000), glucokinase (Ma et al, 1997).

Apreés plusieurs années d’évolution, lorsque la masse des cellules B devient insuffisante pour
assurer la normoglycémie, les signes cliniques de la maladie apparaissent. L’hyperglycémie qui en
résulte a des conséquences qui a long terme deviennent trés facheuses pour les patients atteints de cette
maladie. Il s’agit de complications microvasculaires et macrovasculaires qui seront relativement

développees ultérieurement.

2.2 Diabéte de type 2

L’équipement en cellules B fonctionnelles est altéré chez le sujet atteint du DT2. Cette
altération évolue au cours du temps et est liée a la détérioration de I’environnement métabolique de la

cellule B résultant de I’hyperglycémie et I’hyperlipidémie (gluco-lipotoxicité).

Le diabéte de type 2 est la résultante d’un dysfonctionnement de la cellule f 1ié a la diminution
de I’efficacité biologique de I’insuline vis-a-vis des tissus cibles, autrement dit une augmentation de
I’insulinorésistance tissulaire. Face a une telle insulinorésistance, la cellule B perd sa capacité

d’adaptation anatomique et fonctionnelle a 1’¢lévation du taux de glucose sanguin.

2.2.1 L’insulinorésistance

La résistance a l'insuline joue un role considérable dans le développement du diabéte de type
2, elle précéde de 10 a 20 ans le début de cette maladie (Polonsky et al, 1996 ; Cline et al, 1999). Il
sagit a la fois d'un défaut génétiquement déterminé et favorisé par I'obésité (Gerich, 2000;

Buysschaert, 2001) ou indépendamment de celle-ci (Gerich, 2000) et causé aussi par d'autres facteurs
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tels que, une alimentation riche en graisse, un manque d’exercice, tabac, grossesse et certains

médicaments communément utilisés (Kahn, 2001).

La résistance a l'insuline se traduit par une moindre capacité de l'insuline a exercer son action
au niveau du foie et des tissus périphériques insulinodépendant (muscles squelettiques et tissus

adipeux). Il en résulte une inefficacité de I’insuline a normaliser la glycémie.

Le tissu adipeux, plus particulierement le tissu adipeux viscéral, joue un grand role dans
I’altération de la sensibilité a I’insuline (Rigalleau et al, 2007). Ce tissu, dans le cas du diabéte de type
2, voit d’une part sa sécrétion d’adipocytokines augmentée (Rigalleau et al, 2007), sauf pour la
sécrétion de I’adiponectine qui est réduite (Brichard, 2003). Les adipocytokines, dont fait partie TNF-a.
et qui sont sécrétés aussi bien par les adipocytes (Hotamisligil et al, 1994) que par les cellules
musculaires (Saghizadeh et al, 1996), inhibent la voie de signalisation de 1’insuline (Fumeron, 2005 ;
Rigalleau et al, 2007). Quant a I’adiponectine, elle stimule 1’utilisation musculaire du glucose par la
voie de I’adénosine monophosphate kinase (AMPK) (Fumeron, 2005); ainsi la diminution de sa
sécrétion affaiblit par ailleurs I’utilisation musculaire de glucose (Rigalleau et al, 2007). Le tissu
adipeux contribue a I’insulinorésistance également via la sécrétion accrue d’acides gras (Rigalleau et
al, 2007), qui sont libérés dans la veine porte résultant en une insulinorésistance, une augmentation de
la formation de triglycérides hépatiques et des LDL (Zimmet et Thomas, 2003) et enfin une
augmentation de la néoglucogeneése (Rigalleau et al, 2007). Les acides gras proviennent également de
dépots locaux intramusculaires et intrahépatiques. Dans le muscle, leur augmentation conduirait a
I’accumulation de certains de leurs métabolites, tels que 1’acyl-coA et le diacylglycérol. Ce dernier
active une sérine/thréonine kinase qui phosphoryle le substrat majeur du récepteur de ’insuline (IRS)
sur des résidus sérine-thréonine, et inhibe ainsi sa capacité de recrutement et d’activation de la
phosphatidylinositol 3-kinase (P13 kinase) (Imai et al, 1997 ; Shepherd et al, 1999). La voie de
transduction du signal insulinique est donc diminuée, ce qui conduit a une réduction du transport de
glucose (Girard, 2003). Ceci est d0 a un défaut dans les voies de translocation du GLUT4, principal
transporteur de glucose dans le tissu musculaire et adipeux, depuis le compartiment intracellulaire

jusqu'a la membrane plasmique (Shepherd et al, 1999). Le méme type de mécanisme existe dans le
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foie, et qui conduit a une inhibition de la glycolyse; la résistance a 1’insuline entraine en effet une
inactivation (phosphorylation) des enzymes clés (phosphofructo-2 kinase et pyruvate kinase) de la
glycolyse, avec pour corollaire une activation de la néoglucogenése (Girard, 2003). Mise a part un
défaut dans la phosphorylation des IRS, ces derniers sont sujets & une dégradation accrue par le

protéasome et ce sous I’influence de I’TL-6 (Rigalleau et al, 2007).

Enfin, l'insulinorésistance est une pathologie précoce qui précéde l'altération de I'homéostasie
glucidique par un maintien du taux normal de glucose gréce a une hypersécrétion qui mene a

I'épuisement des cellules béta et donc a la tolérance altérée au glucose puis au diabéte.

2.2.2 Atteinte de la masse fonctionnelle des cellules 3

La sécrétion affaiblie de I'insuline peut étre considérée comme universellement présente chez
tous les malades atteints d'un diabéte de type 2 (Gerich, 2000). Elle est due a un dysfonctionnement
des cellules béta qui se produit bien avant le développement de I'hyperglycémie et commence quelques

années avant le diagnostic du diabete (Kahn, 2001).

D’une part, il y a une perte de la phase précoce de sécrétion (Polonsky et al, 1996), et dans la
forme sévere un retard de la deuxiéme phase de sécrétion d'insuline en réponse a une stimulation au
glucose (Buysschaert, 2001 ; Kahn, 2001) et aux sécrétagogues autres que celui-ci. Un défaut de la
pulsation de l'insuline et de la conversion de la proinsuline en insuline (kahn, 2001) s’ajoutent a ces

altérations (Buysschaert, 2001).

D’autre part, la sensibilité a l'insuline a été reconnue comme un facteur important, déterminant la
magnitude de la réponse insulinique par stimulation des cellules béta. La nature de cette relation est
telle que la sensibilité a l'insuline et le fonctionnement des cellules béta sont inversement et
proportionnellement reliés de telle sorte que le produit de ces deux paramétres reste constant. Au fait,
I’insulinorésistance induit une augmentation de sécrétion d’acides gras par le tissu adipeux, une forte
exposition du pancréas aux acides gras augmente la sécrétion basale d’insuline et en paralleéle inhibe
I’induction de cette sécrétion par le glucose (Poitout et Robertson, 2002). En s’accumulant dans la

cellule b, des acyl-CoA empécherait la fermeture du canal K+ dépendant de I’ATP et contribuerait a
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une perte de sensibilité de la cellule béta au glucose (Girard, 2003 ; Fumeron, 2005). De plus, les
acides gras inhibent ’expression du géne d’insuline en présence de concentration élevée de glucose
via une régulation négative du facteur de transcription PDX-1 (Poitout et Robertson, 2002). En plus de
leur effet délétére sur le bon fonctionnement de la cellule B, les acides gras en exces induisent la mort
cellulaire des cellules B. En effet, lorsque les Tlots de Langerhans sont exposés de maniére chronique a
des concentrations élevées d’acides gras, des triglycérides s’accumulent dans les cellules B et

produisent une lipotoxicité qui conduit a la destruction des cellules par apoptose (Girard, 2003).

En plus de I’excés des acides gras et leur effet délétere sur les ilots insulaires, I’exces de
glucose dans le sang exerce également un effet néfaste sur ces ilots. En effet, I’hyperglycémie,
marqueur de ce désordre métabolique, induit une augmentation de la production des espéces réactives
d’oxygene (ROS) qui provoque I’oxydation de différentes molécules telles que les lipides, protéines et
les acides nucléiques (Santos et al, 2009). Or, il se trouve que le pancréas soit vulnérable au stress
oxydatif, probablement due & un niveau d’expression assez faible d’enzymes antioxydants (Kajimoto

& Kaneto 2004).

Finalement, la lipotoxicité associée a la glucotoxicité (gluco-lipotoxicité) induisent des altérations

morphologiques et fonctionnelles des cellules § (Cerasi et Ktorza, 2007).

Ces mécanismes impliqués dans I'échec progressif des cellules béta ne viennent que s'ajouter a
un défaut génétiqguement programmé au sein de ces cellules (kahn, 2001). En effet, il a été constaté
qu’une exposition in vitro d’ilots isolés de Psammomys obesus prédisposés au diabéte, a des
concentrations €levée de glucose induisait une apoptose des cellules B qui est proportionnelle a la
concentration du milieu en glucose chez ces rats, alors que chez les rats wistar le taux d’apoptose reste

inchangé (Donath et al, 1999).

Enfin I’hyperglycémie résultante de I’altération de la sensibilité a I’insuline ainsi que la sécrétion
de celle-ci ne fait qu’aggraver encore 1’ insulinorésistance et donc 1’épuisement des cellules 3. En effet,
il a été rapporté que la concentration augmentée en glucose induit une glycation de I’insuline ce qui

pourrait géner sa liaison a son récepteur (Rigalleau et al, 2007).
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3. L’hyperglycémie et les complications micro et macro vasculaires

La gravité d'un diabéte est liée a la sévérité des complications chroniques qui peuvent lui étre
associées apres quelques années d'évolution. Ce sont essentiellement la neuropathie, la rétinopathie, la
néphropathie et la macroangiopathie. Ces complications sont influencées non seulement par la durée
du diabéte mais également par le niveau moyen de glycémie chronique (Nathan, 2002). En effet,
I'nyperglycémie chronique joue un rdle essentiel dans leur genese, avec des conséquences différentes,
puisque son incidence sur les maladies macro vasculaires est moins élevée par rapport aux maladies
micro vasculaires; ce qui expliquerait la prévalence de ces dernieres chez les populations avec un
contrdle glycémique insatisfaisant. Cependant, les complications micro vasculaires ne se produisent
qu'a des concentrations les plus extrémes de glycémie (Stratton et al, 2000). Par ailleurs, I'hypertension
artérielle, la dyslipidémie contribuent aussi a la genése des lésions de micro et macro angiopathie

(Buysschaert, 2001).

3.1 Micro angiopathie

3.1.1 Neuropathie

La neuropathie est retrouvée chez la majorité des malades aprés 10-20 ans de maladie; bien
gu'elle puisse étre présente au moment du diagnostic, si le diabéte a été longtemps méconnu
(Buysschaert, 2001). Elle touche surtout les diabétiques agés chez qui la maladie a duré et a été mal

contrdlée (Slama, 1994).

Cette complication est caractérisée morphologiquement par des lésions axonales des petites et
larges fibres nerveuses. Il est observé, en outre, la présence d’une démyélinisation segmentaire ainsi
que des plages de régénération (Buysschaert, 2001). La forme la plus commune est une
polyneuropathie progressive diffuse affectant principalement le pied (Donnelly et al, 2000) avec des
engourdissements au niveau des pieds et une hypoesthésie puis une anesthésie au toucher, a la chaleur

et au froid (Passa, 1999).
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3.1.2 Rétinopathie

La rétinopathie diabétique est une micro angiopathie avec atteinte privilégiée des vaisseaux
capillaires rétiniens. C’est la complication oculaire la plus grave du diabete. Elle reste, dans les pays

industrialisés, une des premieres causes de cécité.

La rétinopathie n’est qu’exceptionnellement observée au cours des premicres années d’un
diabéte. Ce n’est, en effet, habituellement qu’aprés 15 années (Donnelly et al, 2000) voire méme
moins (5-10 années) d’évolution (Buysschaert, 2001), qu’apparaissent ses premiers stigmates chez
presque la totalité des patients atteints du diabéte de type 1 et chez les deux tiers chez ceux atteints du

type 2 (Donnelly et al, 2000).

La rétinopathie est la conséquence d’une hyperglycémie chronique. Chez les diabétiques
insulinodépendants, elle est due a une néovascularisation (Donnelly et al, 2000), alors que chez les
diabétiques non insulinodépendants, elle s’explique par une fragilisation capillaire, ainsi que par une
augmentation du débit sanguin. Ces anomalies provoquent une hyperperméabilité vasculaire ; en
paralléle, surviennent des micros occlusions capillaires qui se compliquent d’hypoxie et sont

favorisées par des perturbations hémorhéologiques (Buysschaert, 2001).

3.1.3 Néphropathie
De nombreux travaux physiologiques expérimentaux et cliniques effectués au cours de ces
derniéres années ont clairement démontrés que I’atteinte rénale au cours du diabéte sucré précédait de

longue date I’apparition d’une protéinurie décelable par bandelette réactive (Jacobs, 1994).

Dans le diabéte de type 1, I’atteinte rénale se caractérise sur le plan morphologique par des
Iésions au niveau des glomérules, des artérioles, dans les interstitiels et enfin dans les tubules. La
glomérulopathie est considérée comme le changement structural le plus important, et est caractérisée
par I’épaississement de la membrane basale glomérulaire ainsi qu’une expansion mésangiale. D’autres
anomalies structurales incluent I’¢largissement glomérulaire, 1’épaississement de la membrane basale

tubulaire, une atrophie tubulaire, une expansion interstitielle et enfin une hyalinose artériolaire
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afférente et efférente. Enfin, 1’épaississement de la capsule de Bowman est fréguemment observé

(Vestra et Fioretto, 2003).

Chez les diabétiques de type 2, les Iésions sont retrouvées au niveau tubulo-interstitiel et

vasculaire plutot qu’au niveau glomérulaire comme était le cas du diabéte de type 1 (Vestra et Fioretto,

2003).

Ces altérations structurales vont se refléter sur le plan physiologique par une micro
albuminurie sans protéinurie au début. C’est par la suite qu’apparait une protéinurie qui devient
franche aprés 10 ans d’évolution du diabéte (Jacobs, 1994). C’est I’augmentation du diamétre des
pores membranaires qui contribue a transformer la micro albuminurie en macro protéinurie

(Buysschaert, 2001).

3.2 Macro angiopathie

Le diabéte est bien identifié comme facteur de risque pour les maladies cardiovasculaires aussi
bien chez les femmes que chez les hommes. Globalement, les diabétiques présentent deux
(Buysschaert, 2001), quatre (Henry, 2001) et méme cinq fois (Nathan, 2002) plus de risque d’atteinte
cardiovasculaire par rapport aux sujets non atteints. Par ailleurs, 75 a 80% des décés liés aux diabétes
sont attribués aux complications macro vasculaires principalement les maladies cardiovasculaires,

cérébrovasculaires et maladies vasculaires périphériques (Henry, 2001).

La relation entre les concentrations de glucose et les évenements macrovasculaires est moins
grande comparée a celle existante entre 1’hyperglycémie et les complications microvasculaires
(Donnelly et al, 2000). Ce qui augmente le risque d’incidence de complications cardiovasculaire sont
la dyslipidémie, I’hypertension artérielle et le tabac (Donnelly et al, 2000 ; Stratton et al, 2000). En ce
qui concerne ’effet de I’hyperglycémie en lui-méme, il apparait que I’exposition a long terme aux
niveaux élevés de glycémie, peut contribuer au dysfonctionnement des cellules endothéliales qui
jouent un réle central dans le développement d’athérosclérose (Henry, 2001). D’autre part,
I’hyperglycémie génere la production de produits avancés de glycation (AGE) qui peuvent causer des

dysfonctionnements significatifs de I’endothélium macrovasculaire dans le sens ou ils peuvent générer
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I’athérogene des parois vasculaires, [’hypertension ou des événements prothrombotiques (Eid et al,
2003). Finalement, en raison du transport ainsi de I’oxydation inadéquats du glucose observés durant
le diabete, la production énergétique dans le cceur repose entiérement sur la f oxydation des AGL, un

processus qui a des effets déléteres sur la fonction du muscle cardiaque (Sambandam et al, 2000).
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CHAPITRE 11

LE JEUNE INTERMIITENT : UNE ALTERNATIVE 0 LA RESTRICTION
CALORIQUE

Plusieurs études rapportent que le facteur principal a 1’origine d’un bon nombre de maladies
est la suralimentation (Masoro, 2000 ; Wan et Mattson, 2003). En effet, I’exces de la consommation
calorique, caractérisant la societé moderne, induit la production des radicaux libres qui causent des
effets endommageant sur les lipides, les protéines/enzymes, les glucides et I’ADN, induisant ainsi des
dommages au niveau de la membrane, des modifications de protéines et enfin une mort cellulaire
induite par la fragmentation de I’ADN et la peroxydation de lipides. Ces dommages liés au stress
oxydatif sont impliqués dans la physiopathologie de certaines maladies telles que le diabéte, les
maladies cardiaques (athérosclérose) et la néphropathie. En plus de son effet sur le stress oxydatif, la
suralimentation cause des désordres métaboliques, spécialement glucidiques et lipidiques, impliqués

dans les maladies suscitées.

Cependant, la restriction alimentaire par la limitation de la prise énergétique réduit le taux des
dommages oxydatifs de la cellule et ce par la diminution de la production des radicaux libres (Mattson
et Wan, 2005), par la prévention de maladies chroniques (Heilbronn et al, 2005) ou alors par le

retardement du début des pathologies liées a 1’age (Weindruch et al, 2001).

Deux paradigmes de la restriction alimentaire ont été largement étudiés chez les rats, les souris
et méme chez I’homme pour évaluer leur effet sur I’espérance de vie. Le premier paradigme concerne
la restriction calorique (CR) qui est définie comme étant la réduction de la consommation calorique
au-dessous de la consommation usuelle et ceci sans malnutrition. Généralement, la consommation
alimentaire est limitée a 60-85% des besoins énergétiques quotidiens. Le second paradigme concerne
le jeline intermittent ou ADF (alternate day fasting) qui consiste en une privation alimentaire pendant
un jour entier alternée par un jour ou la nourriture est consommeée ad libitum. L’alternance entre jetine

et alimentation dans le modéle ADF consiste généralement en 24 heures de je(ne suivi de 24 heures
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d’alimentation ad libitum, cependant la durée de chacune des périodes, jeline et réalimentation, peut

varier.

Plusieurs auteurs ont prouvé les bienfaits du jeline intermittent sur la santé et le
recommandent donc comme alternative a une restriction calorique journaliere (Varady et al, 2009) et
ce afin de prévenir de nombreux déséquilibres métaboliques induisant des désordres moléculaires et

cellulaires.

1. Effet du jelne intermittent sur la prévention du diabéte
Nombreuses sont les études ayant testé I’effet du jeline intermittent sur les paramétres liés au

développement du diabéte.

Il a été constaté une amélioration de la sensibilité a I’insuline chez des rongeurs et des singes
soumis au jeline intermittent (Goodrick et al, 1990). Cette augmentation de 1’insulinosensibilité a
résulté en une stimulation de la mobilisation du glucose. L’amélioration de 1’insulinosensibilité
observée durant le jetine intermittent peut étre expliquée par I’augmentation de 1’oxydation des acides
gras dans le foie et le muscle (Krizova et al, 1996). Il a également été proposé que les acides gras
circulant soient essentiels pour une sécrétion insulinique efficace a partir d’ilots pancréatiques
d’animaux ayant jetinés durant 18 ou 24 heures (Stein et al. 1996). La capacité de I’ADF a diminuer la
taille des cellules adipeuses viscérales peut aussi étre bénéfique pour I’insulinosensibilité (Varady et
al, 2007) dans le sens ou la diminution du gras causée par la restriction calorique induit une réduction
de I’'insulinorésistance hépatique et périphérique (Brazilai and Gabriely, 2001). Ceci contribue a la
diminution du risque de diabéte vu que le gras viscéral pourrait jouer un réle essentiel dans le
développement du diabéte de type 2 a travers 1’augmentation de 1’insulinorésistance (Sironi et al,

2004 ; Rigalleau et al, 2007).

Anson et ses collaborateurs (2003), en comparant les effets de la restriction calorique a ceux
du jeGne ADF, ont trouvé que le jelne intermittent avait des effets bénéfiques qui se rapprochent et
méme excéde ceux d’une restriction calorique a 40%. Ces effets bénéfiques incluent la réduction du

niveau de glucose et celui de I’insuline. Cet effet bénéfique du jeline est indépendant de la
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consommation calorique globale. En effet, méme sans la réduction de la quantit¢ d’aliment
consommeée, le jelne intermittent améliore la régulation du glucose (Wan and al, 2003). C’est la
réduction de la fréquence des prises alimentaires qui est la cause de telles améliorations (Anson and al,
2003). Ainsi, toutes ces adaptations positives au je(ine sont supposées diminuer le risque de survenue
du diabéte. D’ailleurs, Pederson et ses collegues (1999) ont trouvé que 77% des rats BB controles
nourris ad libitum développent un diabete alors que seulement 52% des rats BB soumis au jeline ADF

deviennent diabétiques.

Le jeline intermittent représenterait une bonne perspective pour réduire 1’incidence du diabete
chez I’homme, étant donné que Halberg et al (2005) ont constaté que ce jeline augmentait 1’action de

I’insuline sur la captation du glucose au niveau du corps entier.

L’augmentation plasmatique de la concentration d’adiponectine observée apres chagque période
de jetine pourrait expliquer I’amélioration de I’insulinosensibilité. En effet, I’adiponectine est corrélée
positivement a la sensibilité a ’insuline chez I’homme (Murakami et al, 2003) et ¢’est dans ce sens
gue son augmentation pourrait exercer un effet insulino-sensibilisant. Le méme auteur conclue que les
cycles jeline-réalimentation sont importants en tant qu’initiateurs du géne « thrifty » induisant

I’amélioration de la fonction métabolique.

En cas de diabéte, I’hyperglycémie, marqueur de ce désordre métabolique, induit une
augmentation de la production des especes réactives d’oxygene (ROS) qui provoquent 1’oxydation de
différentes molécules telles que les lipides, protéines et les acides nucléiques (Santos and al, 2009).
Cette production de ROS facilitée par I’hyperglycémie est considérée comme étant la cause de
différentes conditions de morbidité associées au diabéte, telles que les maladies cardiovasculaire
(Wright et al, 2006), la néphropathie (Tikoo and al, 2007; Wagener et al, 2009) et pleins d’autres
maladies. Tikoo et ses collaborateurs (2007) rapportent que le jeline intermittent diminue le stress
oxydatif en raison de son effet sur la diminution de la peroxydation lipidiques et sur 1’augmentation du

taux de superoxyde dismutase.
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Selon Anson et al (2003), la période d’alternance entre anabolisme et catabolisme pourrait
jouer un role dans I’activation de I’augmentation de la résistance cellulaire au stress et de la réparation
des biomolécules et cellules endommagées. D’un autre coté, dans cette méme étude, le jelne
intermittent est per¢u comme ayant un effet neuroprotecteur plus efficace que celui d’une alimentation
journaliére limitée. Ceci démontre que 1’efficacité du jetine sur la résistance cellulaire au stress est due
au jedne lui-méme plutét qu’a la réduction de la prise calorique. Il semble que les changements
s’effectuant sur les facteurs neuroendocriniens, aussi bien que les changements se produisant sur les
constituants plasmatiques, induits par le jelne intermittent conduisent a 1’augmentation de la

protection contre le stress (Allard et al, 2008).

2. Effet du jeQine intermittent sur la prévention des maladies cardiovasculaires
De nombreuses ¢études ont démontré ’effet cardioprotecteur du jelne intermittent et ce a
travers 1’étude de la réponse de biomarqueurs des problémes cardiovasculaires a la privation

alimentaire intermittente.

La pression artérielle, qui représente un risque majeur pour les malaises cardiovasculaires
(Padwal et al, 2001), est significativement diminuée par le jene intermittent aussi bien chez les rats
normaux (Wan et al, 2003; Ahmet et al, 2005; Mager et al, 2006) que diabétiques (Tikoo et al, 2007),
et méme chez les personnes adultes atteintes d’obésité (Varady et al, 2009). Cette diminution pourrait
étre attribuée a la stimulation de la sensibilité a ’insuline par le jeline intermittent, sachant bien que la
résistance a 1’insuline joue un réle dans I’initiation de I’hypertension (shehata, 2008). Ainsi, la
réduction de la pression sanguine contribuerait a la prévention des problémes cardiovasculaires.
Wittnich et Wallen (1995) ont trouvé que chez des rats males spontanément hypertensifs atteints d’une
hypertrophie myocardiale, une privation de nourriture pendant 24 heures induisait une augmentation
du glycogene dans le myocarde. Ceci les a conduit a suggérer le développement de diétes basées sur la
privation alimentaire suivie par une réalimentation comme moyen de protection des coeurs

hypertrophiés durant le stress métabolique.
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Durant le je(ne intermittent, une diminution de la fréquence cardiaque a été observée (Ahmet
et al, 2005; Mager et al, 2006). Ceci implique une augmentation de la variabilité de la fréquence
cardiaque (Ahmet et al, 2005) qui est associée a I’amélioration de la fonction cardiovasculaire
(Mattson and Wan, 2005). Chez le rat, cette variabilité élevée de la fréquence cardiaque est liée a la
réduction de 1’activité physique durant la période de jeline et de réalimentation, spécialement pendant

la nuit (Wan et al, 2003).

L’autre facteur de risque connu pour sa contribution dans |’apparition des maladies
cardiovasculaires est 1’altération de la concentration des lipides circulants ; en d’autres termes,
I’élévation de la concentration plasmatique du cholestérol, des triglycérides et du LDL-cholestérol.
Ces biomarqueurs du désordre du métabolisme lipidiques sont améliorés par la privation intermittente
de nourriture. Plusieurs travaux rapportent une diminution de la concentration de triglycérides, de
LDL-cholestérol (Halberg et al 2005; Heilbronn et al, 2005; Mattson and Wan, 2005), et une
augmentation de la concentration des HDL-cholestérol (Halberg et al 2005; Heilbronn et al, 2005;
Tikoo et al, 2007). Varady et al (2009) ont constaté les mémes changements chez des personnes
adultes obéses soumises au jelne ADF pendant 8 semaines. Ils ont noté chez ces personnes que la
concentration du cholestérol total, du LDL-c et des triglycérides diminuait de 21%, 25% et de 32%
respectivement. Ces changements positifs sur les paramétres lipidiques font du jelne intermittent un

bon moyen pour prévenir voir méme supprimer 1’athérosclérose.

Finalement, le rdle cardioprotecteur du jelne intermittent pourrait étre expliqué par le fait que
celui-ci provoque une répétition d’un stress moyen qui induit I’expression de génes qui stimulent

I’aptitude des cellules a faire face a un stress plus sévere (Mattson et al, 2002).

3. Effet du jelne intermittent sur la prévention de maladies rénales

Les maladies rénales représentent un autre probléme de santé qui pourrait étre supprimé ou
retardé au moyen d’une privation intermittente de nourriture. Dans son étude, Tikoo et ses
collaborateurs (2007) ont évalué¢ I’effet du jeline intermittent sur des parameétres physiologiques et

biochimiques associés a la néphropathie diabétique. lls ont trouvé que le jelne intermittent diminuait
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significativement le taux d’urée et de créatinine plasmatique chez des rats rendus diabétiques par
injection a la streptozotocine depuis 8 semaines. A cdté de cela, I’incidence et I’intensité d’une
hypertrophie et d’une vacuolisation glomérulaire, observées au niveau de reins de rats diabétiques
nourris ad libitum, sont largement diminuées au niveau de reins prélevés a partir de rats diabétiques
ayant été soumis a un jelne intermittent. Les mémes auteurs ont essayé de découvrir le mécanisme
engendrant cet effet néphroprotecteur du jeline intermittent. En se basant sur les résultats obtenus, ils
ont suggéré qu’il existe une relation inverse entre I’expression de Sir2 et celle de p53 en faveur de la
prévention des problémes rénaux. En effet, la sous expression de Sir2 est un médiateur de la
stimulation de I’expression de p53. Par conséquence, sous des conditions de diabéte, I’augmentation
de I’expression de p53 est associée a I’apoptose rénale. L atténuation de 1’expression de p53 ; facilitée
par I’augmentation de 1’expression de Sir2 chez les rats diabétiques soumis au jeline intermittent, les
prévient de I’apparition de la néphropathie diabétique. Caspases-3 et la protéine kinase p38 comptent
parmi les acteurs proapoptotiques impliqués dans le début de la néphropathie diabétiques et qui sont
influencés par le jeline intermittent dans le sens ou ils préviennent contre I’apoptose au niveau du rein.
Le clivage de caspases-3, une protéine comptant parmi la famille de caspases jouant un rdle central
dans la néphropathie diabétique via 1’induction/exécution de I’apoptose (Wagener et al, 2009), est
réduit par le jeline intermittent (Tikoo et al, 2007). L’activation de p38, un médiateur de la mort
cellulaire par apoptose se produisant sous les conditions de diabéte, est réduite par le jelne

intermittent.

Toutes les études citées dans ce chapitre présentent des preuves de I’effet bénéfique du jeline
intermittent sur des parameétres biochimiques et organiques qui joueraient un rdle négatif sur la
physiopathologie de nombreuses maladies chroniques. La majorité de ces études se sont penchées sur
le jeine intermittent ADF sous forme de cycles d’alternance entre période de privation alimentaire et
de réalimentation dont la durée est de 24 heures pour chacun. Il n’y a aucun doute concernant
I’efficacité de ce genre de jeline, cependant la question qui se pose concerne la faisabilité des 24 h de
jetne chez I’humain. Le sentiment de famine pourrait décourager les sujets a adopter ce genre de diéte

pour une longue période. La réduction de la durée du jeline ou alors la limitation des fréguences
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d’alimentation a un repas par jour pourrait étre plus acceptable par les sujets qui pourrait ainsi mieux

profiter des bienfaits du jene intermittent sans frustration.
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MATERIELS ET METHODES

Introduction et objectifs de nos recherches

Notre travail consiste a étudier I’effet du jeline intermittent sur certains parametres biochimiques
et organiques ayant été altérés durant le diabete de type 1 ou 2. La portée de nos recherches est de voir
si un jeline intermittent mimant le modéle ramadan est susceptible d’améliorer les altérations
biochimiques et organiques observées durant le diabéte et ainsi prévenir 1’apparition de complications
qui lui sont liées. La réalisation de notre objectif a nécessité I’utilisation de deux modéles animaux
représentant chacun un type de diabéte. Les Psammomys obesus qui sont rendus diabétiques par
induction nutritionnelle et les rat wistar (Albinos albinos) rendus diabétiques par injection a la
streptozotocine. Ainsi, notre étude a été scindée en deux chapitres. Le premier est consacré a 1’étude
réalisée sur les Psammomys obesus dont une a été réalisée en Algérie (élevage, parameétres
plasmatiques, étude histologique du foie) et l’autre partie (paramétres organiques, études
immunohistochimiques) a été réalisé en Belgique. Le deuxiéme chapitre concerne une étude
comparative entre 1’effet du jeline intermittent et celui d’une restriction calorique, sur le diabéte de
type 1 induit chez le rat wistar. La totalité de cette partie a été réalisée au sein du laboratoire
d’Hormonologie Expérimentale (Belgique) et ce dans le cadre d’une bourse ministérielle (PNE).
Certains paramétres n’ont pu étre réalisé que chez le rat wistar et ce en raison d’une part de la
disponibilité¢ au niveau du Laboratoire d’Hormonologie Expérimentale, de matériels adéquats utilisés
pour des études exigeant des échantillons frais, et d’autre part pour la durée du stage (11 mois) qui a

relativement permis de réaliser plus de paramétres.

Chacun des chapitres comporte une étude in vivo ou I’on suit 1’évolution de certains
parameétres (poids, glycémie et test de tolérance au glucose (IPGTT)) et une étude post-mortem ou
nous avons évalué, aprés sacrifice des rats Psammomys ou rats wistar, certains parameétres
biochimiques et organiques. Cette évaluation a été appuyée par des études histologiques et

immunohistochimiques.
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<> L’étude de paramétres biochimiques englobe :

1. Le dosage de certains paramétres plasmatiques (glucose, cholestérol, triglycérides, urée et
créatinine) et organiques (triglycérides et phospholipides hépatiques) a été effectué par
des méthodes enzymatiques-colorimétriques en utilisant des kits de dosage.

2. Concernant le dosage de HbAlc chez les Psammomys, il a été effectué a 1’aide du
DiaSTAT Hemoglobin A;. Program en utilisant le Bio-Rad DiaSTAT Analyzer  (Bio-
Rad laboratories, CA, USA).

3. Le dosage de I’insuline a été réalisé par la méthode radioimmunologique RIA.

% L’étude histologique du foie et du rein a été réalisée dans le but de mettre en évidence
histologiquement les anomalies décelées lors de dosage biochimiques. Ces organes ont été
colorés a I’hématoxyline-éosine et/ou a I’acide périodique de Schiff.

% L’étude immunohistochimique du pancréas a été entreprise afin de mettre en évidence
I’insuline et le glucagon au niveau du pancréas. L’immunomarquage a ’insuline a permis
d’établir une analyse morphométrique des cellules béta.

% L’étude immunohistochimique du rein a permis d’apprécier le taux de prolifération des

cellules rénales.

1. Induction du diabéte chez les Psammomys obesus et les rats Albinos albinos

1.1 Psammomys obesus

Psammomys obesus, ou autrement appelé rats de sable (figure 3), est un modéle animal qui
compte parmi les rares espéces offrant I’avantage de développer un diabéte de type 2
nutritionnellement induit. Lorsque le Psammomys obesus, en captivité, est nourri au régime
hypercalorique, il développe un syndrome métabolique rappelant celui du diabéte de type 2 humain
(Kaldron et al, 1986). Selon Nesher et al (2001), ’'un des aspects attractifs chez le Psammomys obesus
est que son phénotype diabétique se révele durant le processus d’adaptation lors de la transition du
régime hypocalorique, retrouvé dans son habitat naturel, au régime synthétique hypercalorique. Ceci

rappelle la genese du diabéte de type 2 chez 1’étre humain qui est dii entre autre a son passage au mode
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de vie occidental se caractérisant par une sédentarité et une alimentation riche en calories. De ce fait,
afin de mieux comprendre I’étiologie ainsi que la physiopathologie du diabéte de type 2 chez
I’homme, plusieurs chercheurs ont opté pour I'utilisation de cet animal comme modele expérimental

(Nesher et al, 1999 ; Ikeda et al, 2001 ; Leibowitz et al, 2002).

Figure 3. Modele expérimental : Psammomys obesus.

1.1.1 Description du Psammomys obesus

Le Psammomys obesus est un rongeur saharien de la famille des Muridés, sous famille des
Gerbillidés, super ordre des glires, sous ordre des Myomorphes. D’apres Petter (1961), une seule sous
espece vit dans les contrées sahariennes algériennes, il s’agit de la sous espéce Cretzschmar. C’est un
rongeur au pelage fauve-roux dont la longueur totale téte-corps varie entre 130 et 160 mm. Le poids
corporel chez I’adulte varie de 80-120 g dans les zones ou la végétation est peu abondante (Igli,
marhoum et B’chir dans la wilaya de Béchar, sud-ouest algérien), il est supérieur a 125 g dans les

zones a végétation abondante (Abadla, wilaya de Béchar) (Gernigon, 1992).

Les rats de sable vivent dans les lits d’oueds dans les dépressions sableuses ou argileuses ou
poussent les Chénopodiacées en abondance. Leur répartition est liée au réseau hydrographique (Petter,

1961 ; 1975). C’est sous les arbrisseaux de Chénopodiacées, plantes halophytes tres riches en eau et en
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sels minéraux, que les rats de sables creusent leurs terriers sur plusieurs métres de surface pouvant
atteindre 6 m de périmétre et 1.2 m de profondeur. Ces terriers sont composés de plusieurs étages de
galeries communiquant entre elles par des galeries secondaires avec 4 ou 6 orifices d’acces. Par cette
maniére de creuser son terrier, le Psammomys peut d’une part fuir ses prédateurs et d’autre part créer
un microclimat d’aération ou la température est constante (25°c) et le degré d’hygrométrie élevé (60 a

70%) (Petter, 1961).

Les Psammomys sont phytophages, ils se nourrissent exclusivement des tiges et des feuilles de
plantes salées de la famille des Chénopodiacées qui se trouvent juste au-dessus de leur terrier. lls
exploitent le buisson jusqu’a épuisement, 1’abandonnent et y reviennent lorsque celui-Ci se sera
développ¢ a nouveau. Les rats de sables peuvent consommer 4 especes de Chénopodiacées qu’ils
trouvent dans leur biotope, ce sont: Traganum nudatum, Salsola faetida, Sueda mollis et Atriplex

halimus. Ces 4 espéces coexistent sur le méme biotope (observation personnelle).

L’animal sort de son terrier dés le lever du soleil pour couper des tiges et des feuilles fraiches
de Chénopodiacées appartenant au buisson sous lequel il vit ou alors d’un autre buisson. En été, les
sorties sont limitées aux heures les plus fraiches de la journée (aube et crépuscule), tandis qu’en hiver

les sorties sont plus tardives aux heures les plus chaudes de la journée.

1.1.2 Capture des Psammomys

1.1.2.1 Période de capture

En raison du fait que la période de reproduction s’étale de septembre a mai avec de
nombreuses naissances en novembre et en mars (Gernigon, 1992), et pour des raisons climatiques,
nous avons choisi la période de printemps (climat tempéré), précisément le mois d’avril pour effectuer
la chasse des Psammomys obesus. Ceci nous a permis d’augmenter nos chances d’obtenir un grand
nombre d’animaux assez jeunes, ce qui sera idéal pour la suite du protocole (voir ultérieurement). En
effet, selon Shafrir et al (2006), plus ’intervalle entre le sevrage du Psammomys et son transfert du

régime hypocalorique au régime hypercalorique est rapproché, plus sa sensibilité de développer un
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diabéte de type 2 augmente. Il est & noter que le sevrage chez cette espéce se fait a un mois d’age

(Daly et Daly, 1973).

1.1.2.2 Lieu de capture

C’est dans le Sahara algérien, dans la wilaya de Béchar, plus précisément dans la région de
Abadla (Latitude:31°1°0"N Longitude : 2°43°59"W) que nous avons, avec 1’aide de chasseurs de Béni
Abbess (Wilaya de Béchar), effectué la chasse des animaux. Ce lieu est choisi par les chasseurs en
raison de I’abondance de la végétation et par conséquent un plus fort taux de population de

Psammomys.

1.1.2.3 Mode de capture

En raison du fait que le rat de sable sort de son terrier dés le lever du soleil, la chasse se
pratique au lever du jour (a 5h du matin) de telle sorte que le piége est placé avant la premiére sortie de
I’animal. Aprés avoir vérifié que le terrier est bien habité (présence de traces fraiches, de pattes et de
gueue, typiques au Psammomys), le chasseur pose le piége garni de feuilles fraiches de
chénopodiacées (en général Traganum nudatum) a I’entrée principale du terrier et ferme tous les
orifices secondaires afin d’éviter que le Psammomys n’utilise d’autres sorties pour cueillir les tiges et

les feuilles. La chasse se déroule toute la journée de 1’aube jusqu’au crépuscule.

1.1.3 Protocole expérimental du développement du diabéte non insulinodépendant

1.1.3.1 Conditionnement des Psammomys obesus

Notre expérimentation a porté sur 52 Psammomys obesus, tout sexe confondu (34 femelles et
18 males). Les difficultés rencontrées au cours de la chasse des animaux ainsi que le taux élevé de
mortalité lié au transport et au stress di a la captivité, ne nous permettent pas de procéder au choix du
sexe ; de plus, tous les travaux de recherche effectués sur Psammomys obesus utilisent les deux sexes

sans pour autant citer de différences du syndrome métabolique diabétique entre le male et la femelle.

Apres la capture, les Psammomys sont transportés jusqu’a Mostaganem (nord-ouest de

I’Algérie, Latitude: 35°51°43"N, longitude: 0°7°39"E). Au niveau du laboratoire (24+2°c), ils sont
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répartis dans des cages et nourris ad libitum, durant les 3 premiers jours de captivité, avec un mélange

de chénopodiacées d’origine désertique (Traganum nudatum d’Abadla) et cotiere (Atriplex halimus de

Mostaganem). Par la suite, et durant le reste de la période d’acclimatation qui dure 15 jours, les

Psammomys sont nourris exclusivement de feuilles d’Atriplex cotier; la quantité fournie a chaque

Psammomys correspond a 100% de son poids, tout en sachant qu’en 24 h, les femelles Psammomys

consomment 67 a 88% de leur poids et que les males en consomment 32 a 61% (d’aprés les

observations de Petter (1961). La composition nutritionnelle de 1’ Atriplex halimus est représentée dans

le tableau 1 :

Tableau 1. Composition nutritionnelle de 1’Atriplex halimus de la cote de Mostaganem et de 1’aliment

standard (SARL La Production Locale, Bouzéreah, Alger, Algérie).

Pourcentage %

Matiére Atriplex halimus Aliment standard
Humidité 81,35 10,31
Matiére séche 18,65 89,69
Glucides 1,35 46
Matiére grasse 1,37 3,3
Protéines 6,06 19,16
Matiére minérale 4,00 5,2
Valeur énergétique kcal 0,42 2,90

A la fin de cette période, et avant de procéder a I’introduction de 1’aliment standard, dont la

composition figure sur le tableau 1, la glycémie postprandiale ainsi que le poids corporel de chaque

animal ont été relevés.
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Le poids des animaux a été utilisé comme critére de sélection des Psammomys destinés a
recevoir I’aliment standard pour induire un diabéte et/ou une obésité. Pour cela, nous avons choisi les
Psammomys ayant le poids le moins élevé comme étant les plus jeunes et ce afin d’augmenter leur
« chances » de développer un diabéte. A ce propos, Shafrir et al (2000) rapportent que la probabilité de
provoquer un diabéte de type 2 chez les Psammomys obesus diminue avec 1’4ge, de plus les travaux
portant sur 1’étude du diabéte chez cette espece utilisent des animaux &gés entre 2 et 3.5 mois vu que
les animaux les plus jeunes y sont plus susceptibles (Leibowitz et al, 2001 ; Kaiser et al, 2005 ;
Ucgkaya et al, 2005). D’autre part et d’aprés des observations personnelles, il a été constaté que le taux
de mortalité était plus élevé chez les Psammomys agés ayant développé un diabéte par rapport a ceux
développant ce syndrome étant plus jeunes. Ainsi, étant donné que les Psammomys a 2 mois d’age
dépassent rarement les 90 g (Koceir, 2003) et que 1’age des animaux est relatif a leur poids, la plupart
des Psammomys sélectionnés comme étant relativement les plus appropriés a développer un DNID par
induction nutritionnelle avaient un poids inférieur a 110 g (76% des Psammomys recevant 1’aliment
standard avaient un poids inférieur a 110 g).

Enfin, a la fin de la période d’acclimatation, les Psammomys obesus sont scindés en deux
groupes, celui des témoins (T) nourris exclusivement au régime végétal et celui des animaux destinés a
recevoir 1’aliment synthétique.

1.1.3.2 Période de transition ou de « Switch ».

Durant cette période, le retrait de 1’ Atriplex se fait progressivement. En effet, dés le 16°™ jour,
chaque Psammomys qui était soumis exclusivement au régime végétal durant les 15 jours
d’acclimatation, recoit désormais une ration alimentaire mixte composée d’une quantité constante de
I’aliment synthétique (20 g/animal/jour) et une quantité d’Atriplex correspondant a 75% du poids du
Psammomys, ce qui équivaut a un retrait de 25% par rapport a la quantité fournie durant les 15 jours
d’acclimatation et qui correspondait a 100% de son poids. Par la suite, la quantité d’atriplex décroit de
25% tous les 7 jours pour enfin étre retirée complétement (0%) de la ration alimentaire au 21°™ jour
7éme

de la période de transition correspondant au 37" jour (voir figure 4).
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Conditionnement Aliment standard (20 g/j/animal)
des Psammomys _

Atriplex halimus Atriplex halimus

100% 75% 50% 25% 0%
: il i i i >
Jour 1 15 16 23 30 37
Période d’acclimatation Période de transition « Switch »
(15 jours) (20 jours)

Figure 4. Retrait progressif de I’Atriplex halimus aprés la période d’acclimatation.

On précise que de 1’eau salée a 0,9% est fournie uniquement aux animaux recevant le régime
standard. D’aprés Schmidt-Nielson (1965), ce sel est nécessaire aux Psammomys pour ajuster leur
balance hydrique en particulier pour la réabsorption tubulaire de 1’eau métabolique contre

I’élimination du sodium.

Les Psammomys appartenant au groupe témoins (T) continuent a &tre nourris exclusivement
au régime végétal (Atriplex), on précise également que contrairement au groupe précédent, ces
derniers ne recoivent pas d’eau vu que celle-ci existe déja dans 1’ Atriplex (81.35%) (Tableau 1). Ainsi,
a partir du 37°™ jour, autrement dit a la fin de la période de « switch », tous les Psammomys obesus
exceptés ceux continuant a se nourrir au régime végétal, recoivent exclusivement de 1’aliment standard

et de I’eau salée jusqu’a la fin de I’expérimentation.
1.1.3.3 Controle des Psammomys.

Dans le but de distinguer les Psammomys ayant développé une hyperglycémie et donc un
diabete de type 2 de ceux restant normoglycémiques, la concentration du glucose sanguin des rats de

sable se nourrissant exclusivement d’aliment standard est mesurée avec un glucometre (Glucotrend 2,
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Roche Diagnostics, Meylan, France). La concentration est déterminée a partir d’une fine quantité de
sang prélevée a partir de la veine saphéne. Les Psammomys dont la concentration de glucose sanguin
postprandial est inférieure a 1.40 g/l (7.8 mmol/l) sont considérés comme non diabétiques (groupe
ND), ceux ayant une concentration sanguine en glucose supérieure a 1.49 g/l (8.3 mmol/l) sont retenus

comme diabétiques (groupe D) (Leibowitz et al, 2001; Kaiser et al 2005 ; Uckaya et al, 2005).
1.2 Albinos albinos
1.2.1 Induction du diabete par injection de streptozotocine.

Cette partie a porté sur 50 femelles wistar (Charles River, Bruxelles, Belgique) agées entre 8 et
10 semaines. Afin d’induire un diabéte assimilé au diabéte de type 1, le jour de I’injection (Ji), ces rats
ont été mis a jeun pendant 6 heures puis ont été injectés par voie intrapéritonéale avec de la
streptozotocine (Sigma-Aldrich, Bruxelles, Belgique) fraichement dissoute dans du tampon citrate 50
mM, pH 4.5, et ce a raison de 65 mg/kg. Les rats témoins ont été injectés avec du tampon citrate

(Sigma-Aldrich, Belgique).

Afin d’éviter toute hypoglycémie que pourrait provoquer I’injection de streptozotocine, 1’eau des rats
injectés a la streptozotocine a été remplacée par une solution de saccharose a 10% durant toute une

nuit (Wu et Huang, 2008).

La composition nutritionnelle de 1’aliment présenté aux rats Wistar est rapporté dans le tableau 2 :
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Tableau 2. Composition nutritionnelle de I’aliment standard des rats Albinos albinos (Villemoisson-

Sur-Orge, France).

Matiére Pourcentage %
Humidité 12
Matiére séche 88
Glucides 52
Matiére grasse 5
Protéines 21
Matiére minérale 5
Valeur énergétique keal 3,37

1.2.2 Controle des Albinos albinos

En vue de confirmer I’induction du diabéte, la glycémie des rats injectés, mis a jeun, a été
mesurée avec un glucometre (accucheck, Roche, France) 5 jours aprés 1’injection a la streptozotocine.
La concentration de glucose sanguin a jeun a été déterminée sur du sang prélevé a partir de la veine
caudale. Seuls les rats ayant une glycémie supérieure a 300 mg/ml (16.7 mM ; n=33) ont été retenus

pour cette expérimentation.

2. Protocole de jelne.

Plusieurs auteurs se sont intéressés a étudier 1’effet d’une restriction calorique sur le
métabolisme des diabétiques de type 2. Cette restriction concerne soit une diminution relative de la
prise alimentaire, en particulier des régimes restrictifs en hydrates de carbone (Kelley et al, 1993,
Christiansen et al, 2008, Kirk et al, 2008) ou lipides (Weigle et al, 1997), ou alors une privation totale

de nourriture autrement dit des jenes courts (Oishi et al, 2007) ou prolonges (Weigle et al, 1997).
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Pour notre part, nous nous sommes intéressés a étudier I’effet d’un jeline intermittent prolongé
sur le métabolisme de rats diabétiques de type 2 : Psammomys obesus, et de type 1 les rats

streptozotocine. Il s’agit d’un jeine quotidien de 15 heures (figure 5) se prolongeant durant 30 jours.

Temps (h)
17h 8h 17h
VAL LIS SIS LSS L LAY |
Psammomys/Rats ' '
1 1
jeCineurs : :
| |
'¢ e >
jelne réalimentation
Psammomys/Rats
non jedineurs ) alimentation j

Figure 5. Protocole du je(ine intermittent.

La période de je(ne se situe dans la phase nocturne qui correspond a la période durant laquelle
les rats s’alimentent. En effet, les rats wistar s’alimentent durant la nuit (Koolhaas, 1999). Il en est de
méme pour les Psammomys dont la grande partie de leur alimentation se situe dans la phase nocturne

(observations personnelles au laboratoire).

2.1 Psammomys obesus

Chaque groupe de Psammomys obesus, témoins (T), diabétiques (D) et non diabétiques (ND) a

été scindé en 2 sous-groupes : le groupe non jedneurs (NJ) et le groupe des jetneurs (J):
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Psammomys obesus

(n=52)
- | )
Atriplex Régime standard
l v | v
Témoins Diabétiques Non diabétiques
(n=14) (n=19) (n=19)

v l v v l v v l v
T TJ D DJ ND NDJ
(n=10) (n=4) (n=13) (n=6) (n=9) (n=10)

Figure 6. Répartition des Psammomys obesus en fonction de leur statut métabolique (témoins,

diabétiques ou obéses) et nutritionnel (jelineurs et non jedneurs).

Pour les animaux jelineurs et durant un mois, chaque jour I’aliment et 1’eau sont retirés a 17 h
pour étre remis le lendemain a 8 h du matin (15 h de jelne). La sciure servant de litiere a également
¢été retirée durant les heures de jeine afin d’éviter toute phytophagie vu que le Psammomys peut la

consommer et tirer profit de sa cellulose (Koceir, 2003).

Contrairement au groupe précédent, les animaux non jeQneurs continuent durant ce mois a se

nourrir et a recevoir de 1’eau (pour le groupe D et ND).
2.1.1 Contrdle des Psammomys jelneurs et non jeGneurs.
2.1.1.1 Mesure de la concentration du glucose sanguin

Une semaine aprés le début du jedine (S1) (7°™ jour de je(ine), tous les Psammomys jedineurs,
tous groupes confondus, sont contrdlés en état postprandial deux heures aprés leur avoir remis ’eau et

la nourriture a 8 h.

Le sang est prélevé a partir de la veine saphéne et la concentration de glucose sanguin est
mesurée avec un glucométre. Ce contrdle est répété a la fin de la 2°™ (S2), 3°™ (S3) et 4°™ semaine du

jeline (S4) correspondant respectivement au 14°™, 21°™et 30°™ jour de jeCine.
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2.1.1.2 Test de la tolérance intrapéritonéale au glucose (IPGTT).

Un test de tolérance au glucose intrapéritonéale (Horio et al, 2005 ; Lam et al, 2005) a été
effectué sur les Psammomys diabétiques et obéses jelineurs et non jelineurs. Ce test est réalisé sur des

animaux non anesthésiés, au 10°™ (F1), 20°™ (F2) et 29°™ (F3) jour du jetine.

Afin de comparer la tolérance au glucose entre diabétiques et obéses jelineurs et non jelineurs,

ces derniers ont également été mis a jeun la veille de chagque IPGTT.

Avant de remettre la nourriture aux Psammomys, la concentration basale (& jeun) du glucose
sanguin (t=0 min) est mesurée a 1’aide de glucométre sur du sang prélevé a partir de la veine saphéne.
Aprés cette mesure, une solution de 20% de glucose dans de 1’eau distillée (2 g /kg de poids) est
injectée en intrapéritonéale. La concentration du glucose sanguin est par la suite mesurée a la 30°™ et
la 120°™ minute aprés I’injection. La nourriture et 1’eau ne sont remises qu’aprés la mesure du

glucose contenu dans le sang.

2.1.1.3 Pesée
Le poids de chaque Psammomys a été évalué hebdomadairement d’une part pour suivre
I’évolution de leur poids au cours du développent du diabéete de type 2 et d’autre part pour étudier
I’influence du jeline intermittent sur ce parametre.

2.1.1.4 Sacrifice et préléevement de tissus

Les animaux sont anesthésiés avec de la kétamine chlorhydrate (Imalgéne®™ 1000, France) en
injection intrapéritonéale a raison de 1 ml/ Kg de poids. Aprés décapitation, le sang est prélevé a partir
de la veine jugulaire dans des tubes héparinés ou EDTA (pour la mesure du taux d’hémoglobine
glyquée (HbA1c). Les analyses biochimiques sont réalisées sur du plasma séparé apres centrifugation
a 5000 tours/min pendant 10 min. Le reste du plasma est congelé a -20°c en vue d’effectuer d’autres

analyses.
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Le foie et le pancréas ont été prélevés et pesés. Les pancréas et une partie de chaque foie ont
été fixés dans une solution de Bouin pour des études histologiques et immunohistochimiques (voir

ultérieurement), le reste du foie a été congelés a -20°c pour des analyses biochimiques.
2.2 Albinos albinos
2.2.1 Le jeline et la restriction alimentaire.

Afin de comparer ’effet du jeline intermittent mimant le jeline du Ramadan a celui d’une
restriction calorique, ’expérimentation sur les rats wistar témoins et STZ a été conduite sur deux
périodes successives. Vingt jours aprés I’injection des rats soit & la streptozotocine ou au tampon
citrate, ces derniers ont été chacun scindés en trois groupes, le groupe de rats non jedneurs (NJ)
continuant a recevoir de 1’aliment tout au long de la période expérimentale durant 30 jours, le groupe
des rats je(neurs (J) subissant le méme protocole de jelne auquel ont été soumis les Psammomys et ce
durant 30 jours (voir figure 5) et enfin le groupe de rats soumis a une restriction calorique de 20% et
40% respectivement pour les rats témoins et les rats STZ. L’expérimentation sur les rats subissant une
restriction calorique n’a commencé qu’apres avoir fini celle du jeline. En effet, la quantité d’aliment
consommeé durant le période de jeline nous a permis de déterminer le pourcentage de restriction auquel

seront soumis les rats témoins et STZ appartenant au 3*™ groupe (CR).
2.2.2 Pesee.

Afin d’estimer la quantité d’aliment ingéré durant la période de jeline, et qui servira par la
suite pour restreindre les rats subissant une restriction calorique au méme taux de consommation, la
nourriture restante a été pesée quotidiennement. Concernant le poids corporel des rats, celui-ci a été

enregistré deux fois par semaine.
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2.2.3 Test de la tolérance intrapéritonéale au glucose (IPGTT).

Un test de tolérance au glucose intrapéritonéale a été effectué sur les rats témoins et
streptozotocine non jel(neurs, jelineurs et ceux subissant une restriction calorique. Ce test a été réalisé
selon la procédure décrite plus haut. Les 2 seules différences consistent en le prélevement du sang a

partir de la veine caudale et & la mesure de la glycémie & la 60°™ minute.
2.2.4 Sacrifice et prélévement des organes.

A la fin de I’expérimentation, les rats ont été sacrifiés aprés étre anesthésiés a la

kétamine/xylocaine (2v/1v) en injection intrapéritonéale a raison de 1 ml/ Kg de poids.

Le sang est prélevé a partir du cceur et mis dans des tubes héparinés. Le plasma est séparé

apres centrifugation a 3000 tours/min pendant 20 min et est conservé a -80°c.

Les pancréas ont été soit digérés pour une sécrétion statique d’insuline ou alors prélevés, pesés

puis fixés dans du formol a 10% pour des études immunohistochimiques.
Le foie et le rein ont été pesés puis fixés dans du formol 10%.

3. Analyses
3.1Dosage biochimiques
3.1.1 Paramétres plasmatiques
3.1.1.1 Glucose
Le glucose est dosé en microméthode par une méthode enzymatique a I’aide d’un

spectrophotomeétre (lecture a 340 nm). Le principe de ce dosage est basé sur les réactions décrites ci-

dessous :
Hexokinase
Glucose + ATP > glucose-6-phosphate + ADP
Glucose-6-phosphate déshydrogénase
Glucose-6-phospnate b-phosphogluconate

Yy

NADP* + H* NADPH

Ce dosage est réalisé en suivant le protocole établi par Bergmeyer et Berndt (1974).
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3.1.1.2 HbAlc

L’hémoglobine glyquée est mesurée a 1’aide du Bio-Rad DiaSTATy Hemoglobin Alc
Program qui est utilisé sur le Bio-Rad DiaSTAT Analyzer (Bio-RAD, France). Le DiaSTAT fait appel
a la chromatographie par échange cationique a basse pression conjointement a un gradient d’élution
pour séparer les sous-types et variantes d’hémoglobine humaine du sang total hémolysé (Ersser et al,
1986). Les fractions d’hémoglobine séparées sont surveillées par absorption lumineuse a 415 nm.

3.1.1.3 Cholestérol et triglycérides

Le dosage du cholestérol et des triglycérides a été fait a I’aide de kit ELITech (France).

3.1.1.4 Créatinine et urée
La créatinine et I’'urée ont été mesurées en utilisant I’analyseur automatique COBAS C111

(ROCHE Diagnostics, Indianapolis, IN 46256). Les réactifs sont fournis avec 1’automat.

3.1.2 Paramétres organiques

3.1.2.1 Triglycérides et phospholipides
Les triglycérides hépatiques (Roche Diagnostic GmbH, Allemagne) et les phospholipides

(Biomerieux, France) ont été mesurés dans des extraits de foie, en utilisant les kits enzymatiques cités.

3.2 Dosage de I’insuline par RIA

La concentration de 1’insuline plasmatique et la quantité d’insuline sécrétée par les ilots ainsi
que le contenu de ces derniers en insuline ont été mesurés par Radioimmunoassy (Leclercq-Meyer et
al, 1985). L’insuline-1'%° (Perkin Elmer Life Science, Boston, USA) et I’insuline standard de rat (Novo
Nordisk) sont utilisées.
Durant I’incubation, I’insuline-1'* et I’insuline non marquée des échantillons standards et des tests se
lient compétitivement a une quantité définie d’anticorps anti-insuline (préparé par le Dr Leclerg-
Meyer, ULB). Le complexe Ac-Ag est ensuite séparé de I’insuline I*** libre par une précipitation au

charbon-dextran. La radioactivité du culot résultant est comptée dans un compteur gamma. Apres
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avoir fait une courbe standard du pourcentage de liaison radioactif, le contenu en insuline dans les
échantillons peut étre calculé.
3.3 Sécrétion statique d’insuline

3.3.1 Collecte des Tlots de Langerhans

En vue de collecter des flots de Langerhans, une digestion du pancréas est effectuée en
utilisant une solution de collagénase. A cet effet, 5.8 mg et 5 mg de collagénase (Roche, France) sont
dissoutes chacune dans 15 ml de Hanks pour servir a la digestion de pancréas de rats témoins et de rats

STZ, respectivement. La composition de la solution de Hanks est donnée en annexe 1.

Aprés euthanasie des rats, leur abdomen est ouvert et leur intestins et foie sont dégagés tres
délicatement. Le canal ductal du pancréas est repéré et une tres fine incision y est pratiquée. Une
solution de collagénase (10 ml) y est perfusée. Le pancréas est alors récupéré et mis dans le flacon
contenant le reste de la solution de collagénase. Celui-ci est incubé dans un bain marie a 37°C. Apres
15 min d’incubation, environ 15 ml de Hanks sont ajoutés dans le flacon et ce dernier est agité
manuellement pendant 1 minute. L’agitation devient plus rigoureuse afin d’obtenir une suspension a
I’aspect relativement homogéne. Le contenu du tube est ensuite filtré sur une étamine dans un
cristallisoir. De 1’Hanks est ajouté dans ce cristallisoir et le tout est homogénéisé. Apres 2 min de
sédimentation, le surnageant est délicatement aspiré. De I’Hanks y est remis et I’opération est répétée
en laissant sédimenter 1.30 min puis une minute. Enfin, de I’'Hanks y est ajouté et une péche des ilots

a I’aide d’une pipette pasteur albuminisée y est pratiquée sous microscope binoculaire.

3.3.2 Protocole de sécrétion statique d’insuline
Les Tlots péchés sont distribués dans 30 cupules a raison de 4 flots/cupule. Trois milieux
d’incubation, se différenciant uniquement par leur concentration en D-Glucose anhydre (2.8 mM, 8.3
mM et 16.7 mM) (voir annexe 1), sont distribués chacun dans un lot de 10 cupules a raison de 0,5 ml/
cupule. Les cupules sont incubées, gazées pendant 5 min avec un mélange O, (95%)-CO, (5%) et sont
incubées 90 min a 37°C. Au bout de ces 90 min d’incubation, le surnageant est prélevé et est stocké a -

20°C pour un dosage ultérieur d’insuline. Enfin, 0,5 ml de CM (annexe 1) sont ajoutés aux 4 flots
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restant dans la cupule et y sont sonifiés deux fois pendant 10 secondes puis sont stockés également a -
20°C pour un dosage ultérieur du contenu des Tlots en insuline.

3.4 Histologie

3.4.1 Préparation des lames

Apreés fixation des organes, ces derniers sont déshydratés par un passage successif dans deux
bains d’alcools 70° puis 96°. Ensuite ils sont clarifiés dans un bain d’alcool- chloroforme (50%-50%),
puis dans un autre contenant du chloroforme a 100%. Les cassettes portant les organes sont
imprégnées dans de la paraffine (56°C) toute une nuit. Les organes sont mis en bloc et sont coupés par

un microtome.

3.4.2 Etude histologique par coloration a I’hématoxyline-éosine

Aprés avoir déparaffiné et réhydraté les sections de foie et de rein, celles-ci sont placées dans
une solution d’hématoxyline pendant 30 min. Aprés un bref lavage a 1’eau courante, une
différenciation dans un bain acide-alcool & 1% est effectuée. Les lames sont ensuite rincées avec de
I’eau de robinet puis contre colorées a 1’éosine pendant 10 minutes. Il s’ensuit une déshydratation par
des passages dans des bains croissant d’alcool et enfin deux bains de xyléne. Le Montage des lames-
lamelles se fait avec une colle spéciale ; le baume de Canada. Enfin ces lames sont placées dans une
étuve réglée a 56°c pendant une nuit.

3.4.3 Etude histologique par coloration a I’acide périodique de Schiff (PAS)

Apres avoir déparaffiné et réhydraté les sections de foie et de rein, celles-ci sont placées dans
une solution d’acide périodique 1% (Sigma Aldrich, Belgique). Au bout de 10 min, les lames sont
rincées dans de I’eau courante durant 5 min puis dans de 1‘cau distillée durant quelques secondes.
Les lames sont ensuite trempées dans du réactif de schiff (Sigma Aldrich, Belgique) pendant 15 min
puis rincer & 1’eau courante puis a 1’eau distillée pour étre trempées apres dans de I’hématoxyline de
Mayer (2 min) (Sigma Aldrich, Belgique). Ces lames sont enfin rincées puis déshydratées en vue du

montage lame-lamelle.
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3.4.4 Etude immunohistochimique du pancréas
3.4.4.1 Marquage de I’insuline
a. Marquage ABC-DAB

L’ immunodétection de I’insuline a été réalisée par la technique standard ABC-DAB (Hsu et al,
1981) et ce en utilisant le kit Avidine-biotine (Vector Laboratories, USA). Apres réhydration des
sections déparaffinées par des passages dans des bains a concentrations décroissantes en alcool (100°-
90°-70°), celles-ci sont incubées dans le PBS 3% H,0, pendant 20 minutes. Il s’ensuit un blocage des
sites non spécifiques avec le sérum normal de chévre (Normal Goat Serum) (Vector Labs, USA) suivi
par un blocage a I’avidine-biotine. L’anticorps primaire anti-insuline a la dilution 1 :500 (Sancta Cruz,
Biotechnology, USA) est mis en contact avec les sections pendant 1 nuit & 4°C. Le lendemain, les
sections sont lavées dans du PBS puis mises en contact avec 1’anticorps secondaire biotinylé de chévre
anti-lapin (goat anti-rabbit biotinylated) dilué au 1/300 (Vector Laboratories, USA). Apres 30 min
d’incubation a température ambiante, ces sections sont lavées puis traitées avec le complexe ABC
(avidine biotine complex) (Vector Labs) pendant 30 minutes a T° ambiante. Les sites de liaisons sont
ensuite révélés par 1’utilisation du DAB (3, 3'-diaminobenzidine) (Vector Labs, USA). Les lames sont
ensuite contre colorées a I’hématoxyline de Harris puis lavées a I’eau courante. Enfin, elles subissent
une déshydratation dans des bains a concentrations croissantes d’alcool puis dans du xyléne.
La lecture des lames se fait a I’aide d’un microscope photonique (Leica microsystemes, Suisse) et les

images sont enregistrées avec une caméra intégrée (Carl Zeiss).

b. Marquage immunofluorescent

Les sections pancréatiques déparaffinées et réhydratées, sont bloquées avec 1/20 de sérum
normal de chévre (Vector Laboratories, USA) a T° ambiante. Une heure aprés, ces sections sont lavées
au PBS puis mises en contact avec un anticorps monoclonal de souris anti-insuline a la concentration
1/3000 (Sigma-Aldrich, Belgique). Aprés une nuit d’incubation a 4°C, les lames sont lavées puis
traitées avec un anticorps secondaire, Rhodamine Red X-conjugué a I’IgG de chevre anti-souris (H+L)
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, USA) dilué au 1/100 dans du PBS/sérum normal de chevre.

L’incubation se fait a température ambiante pendant 30 minutes. Les lames sont ensuite montées et
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I’ADN est contre coloré¢ avec du DAPI (Prolong® Gold antifade, molecular Probes). La lecture se fait
avec le microscope a fluorescence Axioplan et les photos sont enregistrées avec I’Axiocam (Carl

Zeiss, allemagne).

3.4.4.2 Marquage au glucagon

L’immuno détection du glucagon est également réalisée par la technique ABC-DAB (Hsu et
al, 1981) décrites précédemment. Dans ce cas, I’anticorps primaire utilisé a la dilution 1 :400 est I’anti-
Glucagon (Dako, Allemagne).

3.4.4.3 Quantification de la mort cellulaire par technique du TUNEL

L’apoptose est détectée par la méthode TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP Nick-End Labeling). Son principe repose sur la détection par le TUNEL du 3’OH
libre du brin rompu résultant de la fragmentation de I’ADN. Le protocole utilisé pour détecter cette
fragmentation de I’ADN est celui décrit par le fournisseur du In Situ Cell Death Detection kit, POD
(Roche Diagnostics, Allemagne). Les étapes de réhydratation et du blocage des sites non spécifiques
par le sérum normal de chévre, sont les mémes que celles décrites pour la technique ABC-DAB. Les
lames sont ensuite traitées soit & la DNase | 1 mg/ml (WVR, Belgique) pour les contréles positifs (2
lames), soit au Label Solution pour les lames contrbles négatifs (2 lames) ou alors avec une solution
TUNEL MIXTURE pour toutes les lames a étudier. Apres une heure d’incubation a 37°C, les lames
sont rincées dans du PBS puis incubées avec du Converter-POD pendant 30 min & 37°C. Du DAB-
Nickel est déposé sur chaque section de tissu. Cing minutes apres, les lames sont roncées dans du PBS
puis mises au contact de I’anticorps primaire anti-insuline (Sigma-Aldrich, Belgique) & la dilution
1/3000. Apres une nuit d’incubation a 4°C, les lames sont rincées au PBS puis mises au contact d’un
anticorps secondaire (Rhodamine Red X-conjugué a 1’I[gG de chévre anti-souris) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, USA) a la dilution 1/200 pendant 30 min & température ambiante.

Enfin, I’étape de montage est réalisée aprés ringage des lames au PBS.

Des photos d’ilots ont été enregistrées avec 1’Axiocam (Carl Zeiss, allemagne) intégrée au

microscope a fluorescence Axioplan. Les noyaux positifs (apoptotiques) et les noyaux non
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apoptotiques sont comptés pour chaque ilot. L’index apoptotique représente le rapport entre le nombre
de noyau positifs et le nombre total de noyaux de 1’ilot.

3.4.4.4 Analyse morphométrique

a. La masse des cellules béta (B cell mass)

La masse cellulaire béta est quantifiée par la méthode morphométrique de comptage de point

(Biarnés et al, 2002) a partir de sections pancréatiques immunomarquées a 1’insuline par la technique

ABC-DAB décrite précédemment.

Les sections sont analysées en « live » avec le microscope Leica Microsystems en utilisant un
fin film transparent comportant des points et fixé sur un écran d’ordinateur pour le comptage des
points. Le volume relatif des cellules B représente le ratio entre le nombre de points positifs pour
I’insuline sur le total du tissu pancréatique (exocrine et endocrine non-béta). La masse cellulaire
pour chaque section représente le produit du volume relatif et du poids du pancréas correspondant a la

section.

b. La taille individuelle des cellules

En utilisant des images calibres, une mesure de la taille individuelle des cellules B (B-cell size)
a pu étre effectuée. Le logiciel Image J (NIH) permet cette quantification; la taille d’un ilot de la
cellule p marquée a I’insuline d’une section pancréatique est divisée par le nombre de noyaux

identifiés dans cette zone insuline positive.

3.4.5 Etude immunohistochimique du rein: Calcul de I’index PCNA (proliferating cell

nuclear antigen)

Des sections rénales (4 um) ont été déparaffinées avec du xyléne, puis incubées durant 5 min dans
de I’isopropanol puis 30 min dans du méthanol contenant 3% d’H,0,. Les lames ont été ensuite
rincées dans du PBS puis incubées pendant 1 h dans du sérum normal de chévre a 5% (Abcam ab7481;
Cambridge, UK). Les lames ont été ensuite incubées avec un anticorps primaire polyclonal de lapin

anti PCNA (Abcam ab2426; Cambridge, UK) pendant une nuit a 4°C. Les lames témoins ont été
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incubées uniquement dans du sérum normal de chévre. L’utilisation du kit de détection avidin-biotin
(Vector, PK 6101, Peterborough, UK) a permis de détecter les cellules PCNA". La révélation des
noyaux positifs a été réalisée en utilisant le 3,3’-diaminobenzidine comme chromogéne. Les noyaux
positifs ont été comptés sur une totalité de 20 champs en utilisant un microscope optique
(agrandissement x400). L’index PCNA représente le rapport entre le nombre de cellules positives au

PCNA et le nombre total de cellules.

3.5 Etudes statistiques

Les résultats sont exprimés comme la valeur de la moyenne plus ou moins I’erreur standard sur la
moyenne (S.E.M) avec le nombre de mesures individuelles (n) ou le degré de liberté (df). Les
significations statistiques des différences entre las valeurs moyennes sont évaluées par I'utilisation du

test Student.
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. Chapitre |

Effet du jeline intermittent sur des parameétres biochimiques et organiques chez les

Psammomys obesus

1 Etudein vivo

1.1 Evolution du poids corporel

Durant les 3 semaines de la période de transition, I’évolution du poids corporel ne différe pas
significativement (dl = 34; p > 0,1) entre les Psammomys diabétiques et non diabétiques (figure 7).
L’ensemble des Psammomys, diabétiques et non diabétiques ont enregistré un gain de poids de 15,5 +
2,6 g (n = 38), soit une augmentation d’environ 18% (p < 0,001) par rapport au poids enregistré¢ au
début de la période de transition. A la fin de cette période, le poids des Psammomys diabétiques (107,4
+ 7,9 g; n = 19) avoisine (p > 0,8) celui des non diabétiques (105,5+ 5,3 g; n = 19). Les valeurs
enregistrées chez ces deux groupes sont faibles (p > 0,05) comparées a celles enregistrées chez les
Psammomys témoins (120,0 £ 8,6 g; n = 8). A la fin des 30 derniers jours de I’expérimentation, les
rats diabétiques non jelneurs enregistrent un gain de poids de 19,2 + 3,5 g (n = 13; p < 0,001); ce qui
représente 21,7 + 3,7 % (n =13) du poids enregistré au début de cette période. Chez les Psammomys
diabétiques jelineurs, la situation est relativement différente (p < 0,001). En effet, leur poids diminue
de 15,0 £ 7,2 % (p < 0,01), soit une perte de 24,2 + 11,4 g (n = 6; p <0,09).

Concernant les rats non diabétiques, a la fin de la période des 30 jours, les rats non jelineurs
enregistrent un gain de poids de 23,9 +4,5 g (n=9; p <0,001), représentant une augmentation de 22,3
+ 3,4 % (n = 9). Les rats non diabétiques jelneurs perdent 15,0 £ 7,9 g (n = 10; p < 0,1), ce qui
équivaut a une perte de poids de 11,6 £ 7,1 % (p > 0.1). L’évolution du poids corporel chez les

Psammomys diabétiques et non diabétiques est illustrée dans la figure 7.
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Figure 7. Evolution du poids corporel chez les Psammomys obesus diabétiques et non diabétiques,

non jedneurs (o), et jedineurs (e durant toute I’expérimentation.

Le poids corporel des rats témoins durant les 4 derniéres semaines de 1’expérimentation
(figure 8) évolue différemment entre ceux continuant a se nourrir ad libitum et ceux soumis au je(ine
intermittent. En effet, le poids des rats témoins non je(neurs augmente de 18,8 + 24 g (n=4; p <

0,005), soit un gain de 17.2 = 1.6 %, alors que celui des rats témoins jeneurs diminue de 20,0+ 7,4 g

(n = 4) représentant une perte de poids estimée a 15,3 + 4,6 % (p < 0,05). .
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Figure 8. Evolution du poids corporel chez les Psammomys obesus témoins non jelneurs (o) et

jedneurs (¢) durant les 30 derniers jours d’expérimentation (n=4).
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1.2 Consommation alimentaire

Les valeurs moyennes de la consommation alimentaire, obtenues a partir de la mesure
guotidienne durant la période de « non jeline » et du jelne intermittent, sont représentées dans le
tableau 3.

Chez les Psammomys témoins non jelneurs, la consommation alimentaire durant les 4
derniéres semaines de I’expérimentation atteint en moyenne 82,3 + 9,5 g/jour/rat, correspondant a une
consommation calorique de 34,6 + 4,0 kcal/jour/rat. Durant ces 4 semaines, les rats non diabétiques et
diabétiques non jelineurs consomment respectivement en moyenne 16,6 + 0,6 et 16,3 £ 0,6 g/ jour/rat,
soit 47,7 £ 1,7 kcal/ jour/rat. Ainsi, en terme de calories, la consommation apparait élevée (p < 0,02)
chez les Psammomys nourris & 1’aliment synthétique par rapport a ceux nourris a 1’ Atriplex. Durant la
période de jedne, les Psammomys témoins consomment durant la phase de réalimentation (9 h), moins
de la moitié de la quantité consommeée par les Psammomys témoins non je(neurs (p < 0,004), soit 33,5
+ 6,3 g/jour/rat. Il en est de méme pour les Psammomys non diabétiques ou diabétiques jelneurs. En
effet, la consommation alimentaire des deux groupes confondus (n=12) est de 16,4 + 0,4 g/jour/rat

alors que la consommation de ceux soumis au jetine (n=12) est de 10,0 £ 0,5 (p < 0,001).

Tableau 3. Consommation alimentaire chez les Psammomys obesus.

Psammomys obesus Consommation alimentaire (g / jour)
5°™ semaine 6°™ semaine 7°™ semaine 8°™ semaine
. Non 87,3+9,5 80,4 +£9,2 79,5+8,0 819+11.3
= jetineurs
E Jelineurs 34,6 £6,7 33879 32,7+5,2 33,0+5,2
a Non 159+0,7 16,6 £0,6 16,9+0,5 16,8 £0,6
c & | jelneurs
2 & [ Jelneurs 11,7+05 10,0 £0,6 9,8+05 9,4+0,7
©
2
o Non 158+0,5 16,3+£0,5 16,6 £0,6 16,6 £0,7
= jelineurs
‘E JeQneurs 103+1,3 95+0,8 9,7+05 9,4+0,7
1]
&)
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1.3 Glycémie postprandiale

Chez les jelneurs, la glycémie postprandiale a ét¢ mesurée 2 heures apres ’arrét du jeine,
autrement dit a 10 h du matin. Chez les Psammomys témoins et avant la période de jelne, la glycémie
postprandiale atteignait 3,63 + 0,45 mM (n = 4). Cette glycémie diminue de 0,74 £ 0,30 MM (n=4; p
< 0,01) durant la période de jelne mais reste pratiquement stable (figure 9) tout au long de cette

période.
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Figure 9. Evolution de la glycémie postprandiale des Psammomys témoins jelneurs (n=4).

La situation est différente chez les Psammomys non diabétiques et diabétiques jedneurs. Juste
avant la période de transition, la glycémie postprandiale est déja relativement basse (p < 0,1) chez les
non diabétiques (3,61 + 0,49 mM; n = 6) par rapport aux diabétiques (4,68 = 0,15 mM; n = 6). Cette
différence devient plus accentuée (p < 0,06) deux semaines aprés la période de transition, avec une
valeur moyenne de 3,75 + 0,58 mM (n = 6) chez les Psammomys non diabétiques et 5,59 + 0,60 mM
(n = 6) chez les diabétiques (Figure 10). Elle devient hautement significative (p < 0,001) 3 semaines
apres la transition a l’aliment synthétique ou I’on constate que toutes les glycémies des rats
diabétiques excédent 8,3 mM (10,63 £ 1,22 mM; n = 6), alors qu’elle n’atteint que 4,06 = 0,41 mM (n
= 6) chez les non diabétiques. L’augmentation de la glycémie chez les Psammomys diabétiques est
estimée a 5,95 £ 1,26 mM (n = 6) alors qu’elle n’est que de 0,45 + 0,56 mM (n = 6) chez les non

diabétiques (p < 0,005).
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La situation durant les 3 semaines de transition est comparable chez les Psammomys obesus qui ne
seront pas soumis au jelne, et chez qui la glycémie postprandiale atteint en moyenne avant et a la fin
de la période de transition respectivement, 3,51 + 0,26 et 4,96 + 0,39 mM chez les Psammomys non
diabétiques (n = 9) et 3,97 + 0,19 mM et 11,70 £ 0,92 mM chez les diabétiques (n = 13). En effet, le
cumul de toutes les données permet de constater que la glycémie postprandiale est significativement
plus élevée (p < 0,03) chez les rats diabétiques (4,19 + 0,16 mM; n = 19) par rapport aux non
diabétiques (3,55 = 0,24 mM; n = 15) avant méme le changement du régime alimentaire.

Durant la période du jelne intermittent, la glycémie postprandiale ne baisse pas de maniére
significative chez les rats non diabétiques, avec en moyenne une diminution hebdomadaire de 0,09 +
0,39 mM (n = 24; p > 0,8). Chez les rats diabétiques jelneurs, une telle diminution hebdomadaire
atteint 1,53 + 0,58 mM (n = 24; p < 0,02). Comme le montre la figure 10, cette diminution de la
glycémie postprandiale chez les rats diabétiques est plus prononcée durant la 1 semaine de jeine ou
elle atteint en moyenne 5,45 £ 1,11 mM (n = 6). A la fin des 2 derniéres semaines de jelne, la
glycémie postprandiale est significativement plus élevée (p < 0,005) chez les rats diabétiques (4,67 +

0,21 mM; n = 18) par rapport aux non diabétiques.
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Figure 10. Evolution de la glycémie postprandiale chez les Psammomys diabétiques (cercle clair)

(n=6) et non diabétiques (cercle noir) (n=6).
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1.4 Test de tolérance intrapéritonéale au glucose (IPGTT)

Comme attendu, avant la période de transition totale, 'IPGTT génére des résultats confirmant
ceux observés pour la glycémie postprandiale. Déja pendant la période de transition, 'IPGTT différe
entre les rats désignés plus tard comme diabétiques ou non diabétiques (figure 11). En effet, malgre le
fait quau temps 0 et qu’a la 120°™ min les valeurs moyennes de la glycémie chez les diabétiques sont
Iégerement, mais non significativement, plus élevées par rapport a celles enregistrées chez les non
diabétiques, le pic de glycémie a la 30°™ min est significativement plus élevé (p <0,003) chez les
Psammomys diabétiques (11,80 + 0,89 mM; n = 12) que les non diabétiques (8,38 + 0,39 mM; n = 12).

Avant la transition Ad libitum Période de jeline
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Figure 11. Evaluation de la tolérance au glucose par test d'IPGTT avant la transition et au 29°™ jour

de jelne chez les Psammomys obesus non diabétiques (ligne discontinue) et diabétiques (ligne
continue) non jedneurs (A) et jetneurs (B).

Durant la période des 30 jours d’expérimentation, la situation est également différente entre

les Psammomys diabétiques et non diabétiques. Chez les rats non diabétiques non jelneurs, une
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détérioration progressive de la tolérance au glucose est observée (n = 6). La surface sous la courbe
(AUC) passe de (p < 0,005) de 732,9 + 42,5 mM.min avant la période de transition a 1008,5 + 59,3
mM.min (n = 6) a la fin des 30 derniers jours de I’expérimentation (figure 12). De plus, il y a une
corrélation positive élevée (r = + 0,5172; n = 24; p < 0,01) entre les valeurs individuelles pour cette
surface et le jour ou a été réalisé I'IPGTT ¢’est-a-dire avant la transition, au 10°™, 20°™ et enfin au
29°™ jour de I’expérimentation. Une telle détérioration n’a pas eu lieu chez les rats non diabétiques
soumis au jeline intermittent, chez qui I’AUC n’est pas plus élevée a la fin de la période de jeline
(689,3 £ 54,1 mM.min; n = 6) qu’avant la période de transition (745,1 + 39,6 mM.min; n = 6). Aprés
le 20éme et 29éme jour de jelne, ’AUC durant le test IPGTT représente 57,6 = 4,4 % (n = 12; p <
0,001) de la moyenne retrouvée au méme jour du test chez les rats non diabétiques non jelneurs
(100,0 £ 6,5 %; n = 12).

Chez les Psammomys non jelneurs, la détérioration de la tolérance au glucose est plus rapide
chez les rats diabétiques que non diabétiques. L’ AUC durant le test IPGTT, réalisé avant la période de
transition, est déja plus élevée (p < 0,005) chez les Psammomys diabétiques (954,8 + 60,6 mM.min; n
= 12) que chez les non diabétiques (739,0 = 27,8 mM.min; n = 12). D’autre part, chez les rats
diabétiques non jetineurs, I’AUC passe de 967,2 = 113,4 mM.min (n = 6) avant la transition a 1494,3 +
155,2 mM.min (p < 0,025 ; n = 6) au 10°™ jour de la période des 30 derniers jours, alors qu’aucun
changement significatif (p > 0,8) n’a été enregistré chez les rats non diabétiques non jetineurs (732,9 +
42,5 mM.min Vs 757,2 £ 96,2 mM.min; n = 6 pour les deux cas) durant les mémes périodes. Enfin,
chez les non diabétiques, une augmentation tardive (p < 0,03) (1036,6 £ 68,5 mM.min ; n = 12) a été
enregistrée au 20°™ et 29°™ jour aprés le début de la période des 30 jours ; ceci n’est pas le cas pour
les rats diabétiques je(ineurs chez qui les valeurs moyennes atteintes au 10°™ jour (1494,3 + 1552
mM.min; n = 6) ne différent pas significativement (p > 0,4) de celles enregistrées au 20°™ et 29°™ jour
(1664,0 £ 128,9 mM.min; n = 12). Chez les rats non diabétiques jelneurs, ’AUC ne différe pas
significativement entre celle de la période avant la transition et I’AUC retrouvée durant les 3 tests
d’IPGTT (F1, F2 et F3) (figure 12). Cette surface (AUC) est diminuée chez les rats diabétiques
jeGineurs par rapport aux non jedineurs, que ce soit a la 1°® (p <0,03) ou derniére IPGTT (p< 0,001)
effectuée durant cette période.

55



RESULTATS

~ Non diabétiques Diabétiques I
1,600 - ] J

AUC (mM. min)
S
(=]
=
T
}—o..,\
!
!
!
=
\H
-
[
I
-y
I
I
I
|
I
I
|
il

T |

500+ :
UL 1 | . | | . L 1
BS F1 F2 F3 BS F1 F2 F3

Figure 12. La surface sous la courbe (AUC) durant le test de tolérance au glucose (IPGTT) réalisé
chez des Psammomys non jelneurs (ligne continue) ou jelneurs (ligne discontinue) non diabétiques
ou diabétiques. Les résultats correspondent au test effectué avant la période de transition du régime

alimentaire (BS), au 10°™ (F1), 20°™ (F2) et 29°™ jour (F3) de la période de jeline (ou non je(ine).

2 Etude post-mortem
2.1 Paramétres pondéraux

2.1.1 Poids corporel

Que ce soit chez les animaux jelneurs ou non jelneurs, le poids corporel a la fin de
I’expérimentation ne différe pas significativement entre les Psammomys témoins, diabétiques ou non
diabétiques avec une moyenne globale de 121,2+4,3 g (n=32) pour les non jelneurs et 102,8+5,2 g

(n=20) pour les jelneurs (p < 0,02) (Tableau 4).
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Tableau 4. Poids corporel chez les Psammomys témoins, non diabétiques et diabétiques, jelneurs et

non jedneurs.

Psammomys obesus Poids corporel (g)
Témoins Non jelneurs 1275142
Jelineurs 111,3+14,3
Non jelneurs 126,7 +10,5
Non
diabétiques Jelineurs 93,0+4,38
Non jelneurs 112,7+6,8
Diabétiques

Jelineurs 113,3+ 11,5

2.1.2 Poids frais du foie et du pancréas

Chez le groupe non jedneurs, le poids du foie est en moyenne plus élevé chez les diabétiques

(4,70 £ 0,25 g; n = 13; p < 0,06) et les non diabétiques (5,03 £ 0,25 g; n = 9; p < 0,005) par rapport

aux rats témoins (4,03 £ 0,18 g; n = 10) (tableau 5). De maniere similaire, le poids du foie relatif au

poids corporel est significativement plus élevé (p < 0,02) chez les rats diabétiques (4,22 + 0,17 %; n =

13) et non diabétiques (4,15 + 0,32 %; n = 9) que chez les témoins (3,19 £ 0,16 %; n = 10).

Concernant le poids du pancréas chez les non jelineurs, celui-ci est plus faible (p < 0,05) chez

les rats diabétiques et non diabétiques (227 + 24 mg; n = 22) par rapport aux rats témoins (316 + 37

mg, n = 10). Cette différence est marquée (p < 0,02) si I’on compare seulement les rats diabétiques aux

témoins. Chez les jelineurs, tous groupe confondus, les valeurs moyennes atteignent 80,5 + 6,7 % (n =

20; p < 0,08) de la valeur moyenne retrouvée chez les rats non jelineurs, témoins, diabétiques et non

diabétiques, c’est-a-dire 100,0 + 7,3 % (n = 32).
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Tableau 5. Poids du foie et du pancréas.

Psammomys obesus Poids du foie Poids du pancréas

)] (%) (mg) (%0)
NJ (n=10) 403018 |3,19+0,16 |316+37 |2,49+0,29
Temoins J(n=4) 503017 |4,83+0,82 |271+47 |2,74+0,86
NJ (n=9) 503+0,25 |4,15+0,32 |260+50 |2,02+0,28
_ Non J(n=10) 465+028 |507+030 |172+23 |1,74+0,28

diabétiques
NJ (n=13) 470025 |4,22+017 |206+20 |1,80+0,12
Diabétique 3 (n=6) 477051 |422+018 |207+21 |1,85+0,12
S

% représente le ratio poids du foie/ poids corporel

%o représente le ratio poids du pancréas/ poids corporel

2.2 Paramétres glucidiques

2.2.1 Glucose plasmatique

Au sacrifice, la concentration du glucose plasmatique chez les Psammomys non je(ineurs
témoins et non diabétiques atteint des valeurs comparables correspondant respectivement a 4,46+ 0,28
mM et 4,61+0,45 mM (figure 13), tandis que cette concentration atteint un niveau largement plus

élevé (p<0,001) chez les rats ayant développés un diabeéte de type 2 (16,56£1,52 mM).

Chez les rats jelneurs, les niveaux de glycémie tendent a décroitre chez tous les groupes avec une
nette diminution chez les diabétiques (6,49+0,74 mM, p<0,001) dont la glycémie reste toutefois plus
élevée comparée a celle des deux autres groupes. A cet effet, les rats témoins voient leur glycémie
chuter de 35 % par rapport a celle des non jelneurs (p<0,01), tandis que celle des non diabétiques reste

comparable (4,12+0,48 mM) & ceux continuant a se nourrir pendant cette expérimentation (p>0,05).
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Figure 13. Représentation graphique de la glycémie plasmatique moyenne chez Psammomys témoins

(T), non diabétiques (ND) et diabétiques (D), jeGineurs (J) et non jeneurs (NJ).

2.2.2 Hémoglobine glyquée
Les résultats obtenus pour I’HblAc sont en concordance avec ceux retrouvée pour la
glycémie. En effet, on constate que I’HbAlc est plus €levée chez les Psammomys diabétiques non
jeGineurs en comparaison avec les rats témoins (p<0,001) et les non diabétiques (p < 0,005) (tableau

6).

Le jeline intermittent exerce un effet positif sur ’'Hbl1Ac chez les Psammomys diabétiques
jelneurs dont la valeur moyenne est plus basse comparée a celle enregistrée chez les non jelineurs du

méme groupe, ceci ci dit cette différence est statistiqguement non significative (p < 0,08).
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Tableau 6. L’hémoglobine glyquée.

Psammomys obesus HbA1c (%)
Non jelineurs 1,98 £0,16
Témoins
Jedneurs 3,92 +0,23
Non jelineurs 2,73+0,33
Non

diabétiques Jelineurs 3,21+0,31
Non jedineurs 478 +0,46

Diabétiques _
Jelineurs 3,47 +£0,14

2.3 Insuline plasmatique, index insulinogénique et insulinorésistance (HOMA)

Les rats diabétiques, en comparaison aux rats non diabétiques et témoins enregistrent en
moyenne une insulinémie plus élevée (Tableau 7) et ce quel que soit leur statut nutritionnel. En effet,
les valeurs d’insulinémie mesurées chez les Psammomys non jelineurs témoins et non diabétiques
représentent, respectivement, seulement 17,1 +3,7 % (n=8; p <0,005) et 34,8 £33 % (n=11;p <
0,005) par rapport aux valeurs absolues enregistrées chez les Psammomys diabétiques sous les mémes

conditions nutritionnelles (100,0 + 17,4 %; n = 13).

La concentration plasmatique d’insuline semble diminuer sous 1’effet du jelne. En effet, les
valeurs moyennes d’insulinémie chez les rats jelineurs, tous groupes confondus, représentent 71,3 +
8,6 % (n = 16; p < 0,005) des valeurs moyennes retrouvées chez les non jelneurs (100,0 £ 15,1 %; n =

16).

60



RESULTATS

Tableau 7. Concentration plasmatique de I’insuline, I’index insulinogénique et la HOMA chez les

Psammomys aprés sacrifice.

Psammomys obesus Insuline Index Résistance a
plasmatique insulinogénique I’insuline HOMA
(V7)) (Hg/mol) (mM.ug/l)
Témoins Non jelneurs 1,55 + 0,60 409 * 162 59+0,3
Jelneurs 1,08 +0,41 385+ 151 31+11
Non Non jelneurs 2,95+0,37 653 + 110 134+11
diabetiques JeGneurs 2,25+ 0,29 536 = 65 106 £ 2,4
Diabétiques Non je(neurs 9,35+2,34 599 + 135 156 + 45,6
Jedneurs 6,14 £ 1,51 1130 + 360 35,1+6,4

Concernant I’index insulinogénique (Tableau 7), qui est le rapport entre la concentration
plasmatique en insuline et celle en glucose, seul celui des Psammomys diabétiques tend a augmenter
chez le groupe jelineur par rapport aux non jelineurs, alors qu’il diminue légérement chez les
Psammomys jelineurs témoins et non diabétiques. Cependant, ces changements sont statistiqguement

non significatifs.

L’insulinorésistance, estimée par la HOMA qui est le produit de 1’insulinémie (ug/1) et de la
glycémie (mM) semble s’améliorer d’une fagon considérable par le jeine chez les diabétiques (tableau
7). En effet, la HOMA de ces derniers est 77,5% plus basse comparée a celle des diabétiques non
jeQineurs (156 + 46,6 mM.ug/l). Concernant les deux autres groupes, aussi bien les témoins que les non

diabétiques, leur HOMA ne diminue que trés 1égérement sous 1’effet du jeline.

2.4 Paramétres lipidiques

2.4.1 Cholestérol et triglycérides plasmatiques

Que ce soit chez les rats jeGineurs ou non je(neurs, la concentration du cholestérol plasmatique

est significativement plus élevée chez les rats soumis au régime synthétique par rapport aux rats
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témoins continuant a se nourrir a I’ Atriplex halimus (figure 14). Aucune différence significative n’est
observée entre les rats diabétiques et non diabétiques, qu’ils soient jetineurs (p > 0,1) ou non jedneurs

(p>0,1).

Si 'on compare I’effet du jeline sur la cholestérolémie, on constate que celle-ci tend a diminuer
significativement aussi bien chez le animaux diabétiques (p<0,025) que témoins (p<0,05). En effet, les
valeurs moyennes atteignent 607 + 57 et 1558 + 138 mg/l  respectivement chez les Psammomys non
jelineurs témoins et diabétiques, alors qu’elles atteignent chez les jelineurs du méme groupe
respectivement 398 + 28 et 1025 + 72 mg/l. Cependant, ce jeine ne semble avoir aucun effet sur la
concentration plasmatique en cholestérol chez les rats non diabétiques (1217 + 111 et 1211 + 78 mg/I

respectivement chez les non jelineurs et les jedineurs).
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Figure 14. Représentation graphique de la cholestérolémie moyenne chez Psammomys témoins (T),

non diabétiques (ND) et diabétiques (D), jeGneurs (J) et non jelneurs (NJ).

Concernant la concentration plasmatique en triglycérides (figure 15), elle est significativement
plus élevée (p < 0,02) chez les rats non jelneurs diabétiques (1815 + 307 mg/l ; n=13) et non
diabétiques (2041 + 397 mg/l ; n=9) par rapport aux témoins (893 + 99 ; n=10). L’analyse statistique
ne révele aucune différence entre les taux de triglycérides enregistrés chez les rats diabétiques et non

diabétiques et ce qu’ils soient jetineurs (p>0,6) ou non jelineurs (>0,7). En moyenne, la triglycéridémie
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est de 1362+254 mg/l (n=6) et 1478+193 mg/l (n=10) respectivement chez les Psammomys
diabétiques et non diabétiques jeneurs, représentant 73,7+7,6% (n=16 ; p<0,07) par rapport aux rats
jelneurs, diabétiques et non diabétiques confondus (100+10,2% ; n=22). Cette diminution de la
triglycéridémie, quoi que statistiquement non significative, n’est pas observée chez les rats témoins

qui enregistrent respectivement 893+99 mg/l et 1185+575 mg/l chez les non jelneurs et les jedineurs.
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Figure 15. Représentation graphique de la triglycéridémie moyenne chez Psammomys témoins (T),

non diabétiques (ND) et diabétiques (D), jeGneurs (F) et non jeQneurs (NF).

2.4.2 Triglycérides et phospholipides hépatiques
Que ce soit chez les rats non jelneurs ou ceux jelnant par intermittence, le contenu en
triglycérides hépatiques (tableau 8) est plus élevé chez les rats non diabétiques et diabétiques par
rapport aux rats témoins (tableau 5). Si I’on prend en considération a la fois les jelineurs et les non
jeGineurs, ce taux élevé de triglycérides hépatiques chez les rats nourris au régime synthétique

représente 321,6+92,2% (n=16) du taux enregistré chez tous les témoins (100+8,9% ; n=8).

Si I’on regroupe les données concernant le taux de triglycérides hépatiques chez tous les groupes
jetneurs (témoins, diabétiques et non diabétiques) et qu’on les compare a ceux des non jelneurs, tous
groupes confondus, on constate que ce taux représente 49,3+5% (n=12; p<0,02) du taux retrouvé chez

les non jedneurs (100£19,5%; n=12).
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Enfin, aucune différence significative n’a été remarquée entre les Psammomys diabétiques et non

diabétiques qu’ils soient jeineurs ou pas.

En ce qui concerne le taux de phospholipides hépatiques, la seule différence significative

observée est leur valeur diminuée chez les Psammomys jeneurs comparé aux non jetineurs (p<0,05).

Tableau 8. Parametres lipidiques hépatiques chez les Psammomys témoins, non diabétiques et

diabétiques, jelneurs et non jelneurs (n=4 pour les 6 groupes).

Psammomys obesus Triglycérides hépatiques Phospholipides hépatiques
(umol/g) (umol/g)

Non jelneurs 3,52 + 0,56 20,29 £ 0,94
Témoins Jelineurs 2,24 +0,24 13,15+ 2,70
Non Non jedneurs 12,41 + 2,86 21,67 +1,63
diabétiques Jelineurs 5,16 + 0,74 19,07 £ 0,94
Non jelneurs 14,85 + 8,92 20,90 +1,61
Diabétiques Jelineurs 6,29 +1,39 20,42 £ 0,47

2.5 Histologie du foie

La coloration du foie a I1’hématoxyline-éosine confirme les résultats obtenus sur
I’augmentation du taux de triglycérides hépatiques chez les rats de sable diabétiques et non diabétiques
non jelneurs. En effet, il a été observé que les foies de ces groupes de Psammomys (figure 16)
contiennent un nombre assez important de gouttelettes lipidiques, il s’agit de la stéatose hépatique non
alcoolique. Avec un grossissement plus élevé nous avons constaté une présence de gouttelettes
lipidiques a I’intérieur des hépatocytes. Ces gouttelettes tendent a refouler le noyau vers la périphérie
des cellules hépatiques qui sont également entourées de petites gouttelettes lipidiques. Enfin, aucun

signe de fibrose n’a été détecté.

Concernant le foie des Psammomys je(ineurs diabétiques et non diabétiques, les observations

histologiques s’accordent avec les résultats concernant le dosage de triglycérides hépatiques. En effet,
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la diminution de ces derniers chez ces deux groupes jelneurs se traduit sur le plan histologique par la

diminution du volume des gouttelettes lipidiques.

En ce qui concerne le foie des Psammomys témoins, celui-ci ne présente aucun signe particulier lors

de I’examen hépato histologique et ce aussi bien chez les jelineurs que les non jelineurs.

S

554

hd

Figure 16. Coupes histologiques du foie de Psammomys obesus témoins (A), non diabétiques (B) et diabétiques

(C), non jelineurs (1) et jeGneurs (2). (Coloration hématoxyline-éosine, grossissementx20).
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2.6 Histologie du pancréas
2.6.1 Marquage de I’insuline par la technique ABC-DAB

D’apres 1’observation de I’immunomarquage de I’insuline (figure 17) par la technique ABC-
DAB, il apparait que les réserves insuliniques dans les Tlots pancréatiques des Psammomys diabétiques
non jelneurs sont extrémement épuisées. Leur taille est également diminuée par rapport a celle des
rats témoins et des rats non diabétiques qui, contrairement aux précédents, ont des flots intacts mais
également chargés de réserves insuliniques. En effet, la coloration brune est plus intense chez ces

derniers alors qu’elle apparait pratiquement absente chez les rats diabétiques non jetineurs.

Le jeline intermittent semble rétablir relativement les réserves pancréatiques en insuline chez
les rats diabétiques. On constate nettement une restauration des réserves insuliniques reflétée par un
nombre élevé de cellules fortement colorées au brun. D’autre part, les ilots sont largement plus

volumineux comparés a ceux observés chez les non jelneurs ayant le méme statut métabolique.

Enfin, chez les deux autres groupes, aucune différence n’est observée concernant les réserves

insuliniques entre les jeineurs et les non jedineurs.
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Figure 17. Immunodétection par la technique ABC-DAB de I’insuline dans les flots pancréatiques des
Psammomys obesus témoins (A), non diabétiques (B) et diabétiques (C), non jelineurs (1) et jelineurs

(2) (contre coloration a I’hématoxyline de Harris, grossissement x40).

2.6.2 Marquage immunofluorescent de I’insuline
Le marquage immunofluorescent (figure 18) ne fait que confirmer les observations décrites
précédemment, notamment en ce qui concerne les Tlots des rats diabétiques qui voient leurs réserves en

insuline se restituer suite a la privation calorique observée durant le jeline intermittent.
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Figure 18. Mise en évidence par immunofluorescence de I’insuline dans les flots pancréatiques des

Psammomys obesus témoins (A), non diabétiques (B) et diabétiques (C), non jelneurs (1) et jelneurs

(2) (grossissement x40).

2.6.3 Marquage du glucagon par la technique ABC-DAB

Le marquage du glucagon ne présente aucune différence entre les Psammomys témoins,

diabétiques ou non diabétiques, qu’ils soient jelineurs ou non jelineurs.
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Figure 19. Immunodétection par la technique ABC-DAB du glucagon au niveau des flots

pancréatiques des Psammomys obesus témoins (A), non diabétiques (B) et diabétiques (C), non

jelneurs (1) et jeGneurs (2) (grossissement x40).
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Chapitre 11

Effet du jelQne intermittent sur des rats wistar rendus diabétiques par injection a la

streptozotocine

Dans cette partie, I’effet du jeline intermittent a été comparé a celui d’une restriction calorique
dont le taux a été déduit a partir de la quantité d’aliment consommée par les jelineurs (voir matériels et
méthodes). Le but est de voir si I’effet engendré par le jeline intermittent est dii a la restriction

calorique observée durant ce jeline ou alors au paradigme en lui-méme.

1 Etudeinvivo

1.1 Evolution du poids corporel

Durant les 3 semaines suivant 1’injection des rats a la streptozotocine ou au tampon citrate (Ji-
JO), I’évolution du poids différe significativement entre les rats témoins et les rats STZ (p<0,001)
(figure 21). En effet, on constate un gain moyen de poids atteignant + 18,3 + 3,9 g (n=16) chez les
témoins, alors que chez les rats STZ le poids tend & diminuer induisant une perte de poids de — 3,2 +
4,3 g (n=17). Le poids corporel continue a augmenter chez les rats témoins durant les 30 derniers jours
de ’expérimentation (JO-Js). Le gain de poids entre les rats témoins NJ (28,6 + 2,9 g) et J (39 £ 4,5 Q)
ne differe pas significativement, alors qu’il est statistiquement différent entre ces deux groupes et celui
des rats témoins CR (p<0,05) qui enregistrent un gain de poids de 13,1 £ 1,5 g. Concernant les rats
STZ, la perte de poids est plus accentuée chez les rats soumis a la restriction calorique par rapport aux
rats jeQineurs avec une perte de poids estimée respectivement a - 47,5+ 5,7 g et — 18,8 + 2,7 g. Quant

aux rats STZ non jedineurs, ils enregistrent une perte globale de — 12,4 + 2,9 g.
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Figure 21. Comparaison entre 1’évolution du poids corporel chez les rats jelineurs et ceux soumis a la

restriction calorique.

1.2 La consommation alimentaire

Comme indiqué dans le tableau 9, la prise alimentaire durant les 6 jours de la période témoin
(du 15°™ au 20°™ jour aprés I’injection de la STZ ou du tampon citrate), est deux fois plus élevée
(p<0,001) chez les rats STZ que chez les rats témoins. Cette différence de consommation persiste
quand on compare les rats témoins et STZ non jelneurs durant les 30 derniers jours de
I’expérimentation. Méme chez les rats jelineurs et CR, la consommation alimentaire est également
presque deux fois plus élevée (p<0,001) chez les rats STZ comparés aux rats témoins.
Les valeurs individuelles considérées dans le tableau 9 représentent la moyenne de 6-26 mesures
effectuées sur chaque rat. Durant les 6 derniers jours de la période témoin, le coefficient de variation
(SD/moyenne) pour les 6 mesures successives faites sur chaque rat atteint 7,9 + 0,4% (n=6) et 7,2
0,8% (n=17) respectivement chez les rats témoins et STZ. D’une fagon similaire, durant les 30
derniers jours, le coefficient de variation pour les 26 mesures effectuées durant cette période atteint
respectivement 9,9 + 0,8% (n=5) et 9,1 + 1,1% (n=5) chez les rats témoins et STZ non jelineurs et 15,5

+0,3% (n=5) et 16,5 + 0,3% (n=6) chez les rats témoins et STZ jelineurs (p<0,001).
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Tableau 9. La consommation alimentaire (g) chez les rats témoins et les rats STZ.

Rats Période témoin Période experimentale
(6 derniers jours)? (30 jours)®
Non jedneurs 20,1+ 0,3 (5)
Témoins Jelineurs 18,7+ 0,1 (6) 153+£0,5(5)
Restriction calorique 15,0+ 0,1 (6)
Non jelneurs 445+ 1,8 (5) 46,0 £0,7 (5)
Streptozotocine Jelineurs 42,9 £ 0,9 (6) 25,8 £ 0,6 (5)
Restriction calorique 44,2 +1,6 (6) 26,5+ 1,0 (6)

Chaque valeur individuelle représente la moyenne de 6 déterminations

bChaque valeur individuelle représente la moyenne de 26 déterminations

1.3IPGTT

Le profil de la glycémie durant le test IPGTT effectué chez les rats témoins est illustré dans la

figure 21. A la 30°™ min, les pics de glycémie les moins élevés sont retrouvés chez les rats témoins

jeQineurs ; cependant, aucune différence significative (p>0,34) n’a été notée entre les rats témoins non

jetineurs, jelineurs et chez ceux soumis a la restriction calorique. Cependant, I’AUC incrémentale tend

a étre moins élevée chez les rats témoins jelneurs et CR par rapport aux rats témoins nourris ad

libitum (tableau 10). Ainsi, les valeurs enregistrées chez les rats témoins jelineurs et CR atteignent

respectivement 59,1 + 15,3% (n = 16) et 65,3 + 9,5% (n = 17) de la valeur moyenne enregistrée le

méme jour chez les rats témoins ad libitum (100,0 + 15,1%; n = 15). Une telle différence devient

statistiquement significative (p<0,04) seulement si I’on compare la totalité des valeurs moyennes

enregistrées chez les rats jelneurs et CR (62,3 + 9,5%; n = 33) a celles trouvées chez les rats nourris

ad libitum.
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Tableau 10. Données de I’'IPGTT chez les rats témoins.

Rats jour Temps zero AUC total (mM.min) AUC Incrémentale n
(mM) (mM.min)

10 5,12 £ 0,59 1027 £73 412 + 120 5

Non 20 5,21 +£0,27 1177 £ 121 552 + 104 5
jelneurs

29 6,44 £ 0,38 998 + 104 225+ 77 5

10 5,79 £0,36 927 + 28 233+ 49 6

JeGneurs 20 6,16 + 0,42 1014 + 49 275+ 28 5

29 7,50 £ 0,49 1061 £ 97 161 + 113 5

10 6,54 £ 0,32 1081 + 34 295 + 52 5

Restriction | 20 6,21 + 0,30 1044 + 30 299 £ 42 6
calorique

29 6,64 £0,74 959 + 56 160 £ 75 6
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Figure 21. Profil glycémique durant le test IPGTT réalisé au 10°™ (& gauche), 20°™ (milieu) et au
29°™ (a droite) jour de la période finale de I’expérimentation chez les rats témoins non jedineurs (en

haut), jeGneurs (milieu) et CR (en bas) (M + SEM ; n=15-16).

Chez les rats STZ, les résultats de 'IPGTT sont trés comparables entre les rats non jelineurs
examinés 20 jours aprés I’injection de streptozotocine ou durant le 10°™ 20°™ et 29°™ jour de la
période d’expérimentation ; ainsi, les résultats de ces IPGTT ont été regroupés (pooled). De la méme
maniére, les résultats du test d’IPGTT conduits au 10°™ ,20°™ et 29°™ jour de la période
expérimentale (30 derniers jours) ont été réunis que ce soit pour les rats STZ jelineurs ou CR (figure
22). La glycémie au temps 0 est moins élevée (p<0,007) chez les rats J comparée a celle des rats STZ

NJ ou CR. Aucune différence significative (p>0,24) n’a été observée entre ces deux derniers groupes

de rats STZ (tableau 11). D’une fagon similaire, ’AUC totale est plus faible chez les rats STZ
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jelneurs comparée aux rats STZ non je(neurs ou soumis a la restriction (p<0,001). Chez ces deux

derniers groupes I’AUC totale est statistiquement comparables (p>0,21).

Tableau 11. Données sur I’IPGTT chez les rats STZ.

Rats Temps zero (mM) AUC Total AUC Incrémentale n
(mM.min) (mM.min)
20
Non jeGneurs 27,84 +1,17 3681 + 155 279 £ 153
15
Jelineurs 17,97 £1,85 2825+ 174 668 + 149
17
Restriction 25,38 £1.70 3988 + 194 943 + 205
calorique
NJ J CR
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Figure 22. Profil glycémique durant le test IPGTT réalisé sur des rats STZ non je(neurs (&

gauche), jetineurs (au milieu) et CR (a droite) (M £ SEM ; n=15-16).
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2 Etude post mortem
2.1 Paramétres pondéraux
2.1.1 Poids corporel
Le poids des rats STZ est plus faible que celui enregistré chez les rats témoins (p < 0,05) quel
que soit leur statut nutritionnel (NJ, J ou CR) (tableau 12). En effet, les rats témoins enregistrent un

poids de 242 + 7,3 g (n=16) alors que les rats STZ enregistrent 199 + 3,7 g.

Tableau 12. Poids corporel au sacrifice.

Rats Poids (g)
" Non jelneurs 253,6 £ 8,25
3 Jedneurs 228,8 + 3,06
‘E Restriction calorique 245,3 +9,55

Non jelneurs 192,4 £3,01
{:l Jelineurs 200,5£6,16
@ Restriction calorique 205,2 + 18,8

2.1.2 Poids frais du foie, du rein et du pancréas

Le poids du foie des rats STZ, qu’il soit exprimé en valeur absolue (g) ou par rapport au poids
corporel (%) (tableau 13), est plus élevé (p < 0,001) par rapport a celui des rats témoins. En terme de
poids absolu (g), ce sont les rats (témoins et STZ) jelineurs qui enregistrent le poids le plus faible

comparés aux rats non jelneurs et CR (p < 0,005).

En ce qui concerne le poids moyen des deux reins des rats STZ et témoins, les mémes
différences de poids constatées pour le foie ont été enregistrées pour le poids absolu des reins et leur

poids relatif au poids corporel.

Aucune différence significative n’a été décernée entre le poids moyen des pancréas frais (p >
0,66) des rats témoins et les rats STZ, qu’il soit considéré en terme de poids absolue ou relatif au poids

corporel (tableau 13).
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Tableau 13. Poids du foie, du rein et du pancréas des rats témoins et STZ.

Rats Foie Rein Pancréas
(@) (%) (9) (%) (9) (%)
NJ 7,60 £ 0,08 3,01+£0,1 0,97+0,06 | 0,38+0,02 | 0,68+0,11 | 0,27 £0,04
-g J 7,22 £ 0,56 3,16 £ 0,25 0,90 £ 0,03 0,39+0,01 0,58 £ 0,05 0,26 £ 0,03
5 CR 7,42 +£0,28 3,04+0,1 0,88+0,03 | 0,36+0,01 | 0,83+0,09 | 0,33+0,03
NJ 10,11 +0,28 5,26 £ 0,17 1,39+0,14 0,72 £0,08 0,85+0,01 0,44 £ 0,02
N J 9,23+0,32 | 462+0,16 | 1,16+0,03 | 0,58+0,02 | 0,73+0,01 | 0,37 £0,02
? CR 9,49 +£0,49 4,67 +0,16 1,18 £ 0,06 0,58 £ 0,03 0,87 £0,04 0,44 £ 0,02

2.2 Glucose plasmatique

La concentration du D-glucose plasmatique est environ 3-4 fois plus élevée chez les rats STZ

comparés aux rats témoins (figure 23). Les glycémies chez les rats témoins sont comparables entre les

non jelneurs, jeGneurs et CR (p > 0,49). Cette glycémie atteint en moyenne chez tous les groupes

témoins une valeur globale égale a 8,78 + 0.23 mM (n=16). Par contre, chez les rats STZ, la valeur

moyenne de la glycémie retrouvée chez les rats jeGineurs (22,91 + 4,30 mM ; n=6) et CR (26,35 + 4,20

mM ; n=6) est significativement plus faible (p < 0,04) par rapport a celle des rats STZ non jelneurs

(35,80 £ 2,47 mM ; n=5).
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Figure 23. Représentation graphique de la glycémie plasmatique moyenne chez les rats wistar témoins

et STZ non jelneurs (NJ), jetneurs (J) et CR.

2.3 Statut insulinique

La concentration de I’insuline plasmatique est approximativement deux fois plus faible chez
les rats STZ par rapport a celle des rats témoins (tableau 14). Aucune différence significative n’a été
enregistré entre 1’insulinémie des rats témoins non jetineurs, jelneurs ou CR (p > 0,26). Ceci est

également le cas chez les rats STZ (p > 0,15).

L’index insulinogénique est largement plus élevé (p<0,001) chez les rats témoins (10,60 +
1,84 mU/mmol; n = 15) que chez les rats STZ (0,90 + 0,21 mU/mmol; n = 17) (tableau 14). Aucune
différence significative n’a été retrouvée que ce soit au sein du groupe témoins ou du groupe STZ
entre les rats non jelneurs, jelineurs ou CR. Cependant, les valeurs moyennes de 1’index
insulinogénique ont tendance (p < 0,09) a étre relativement plus élevées chez les rats diabétiques J et
CR (1,17 £ 0,34 mU/mmol; n = 12) par rapport aux rats STZ non jelneurs (0,48 + 0,08 mU/mmol,;

n=>5).
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Tableau 14. Statut insulinique chez les rats témoins et injectés a la streptozotocine, non jelneurs,

jelneurs et soumis a la restriction calorique.

Rats insuline (LU/mI) Index Insulinogénique HOMA (mM.pU/ml)
(mU/mmol)
Non jedineurs 38+6 8,63 + 2,08 336+ 73
=
2 Je(ineurs 32+2 9,44 +3,42 264 + 45
N)
= Restriction
calorique 45+ 2 14,61 +4,51 336 + 68
Non jelneurs 16+2 0,48 £ 0,08 548 + 57
N -
|(7) Jelneurs 225 1,17+0,51 419 + 45
Restriction
calorique 255 1,16 £ 0,52 518 £51

L’index HOMA reflétant 1’insulinorésistance ne différe pas entre les 3 groupes de rats
témoins, avec une valeur moyenne globale atteignant 312 + 35 mM.uU/ml (n = 15) (tableau 14). Ceci
est également le cas chez les rats STZ chez qui la valeur moyenne globale atteint 518 + 51 mM.pU/ml

(n =17) et qui est significativement plus élevée (p < 0,004) que celle enregistrée chez les rats témoins.
2.4 Paramétres lipidiques
2.4.1 Cholestérol plasmatique

Le taux de cholestérol plasmatique chez les rats wistar témoins (n = 12) atteint en moyenne
530 * 36,6 mg/l. La cholestérolémie est assez comparable (p > 0,05) entre les trois groupes de rats
témoins (figure 24). En effet, les rats témoins non jelneurs, jelineurs et ceux soumis a la restriction

calorique enregistrent respectivement 530 + 40 mg/l, 470 + 40 mg/l et 510 = 30 mg/I.

Contrairement aux rats témoins, on note une différence assez significative (p < 0,025) entre la
cholestérolémie du groupe de rats STZ non jelneurs (700 + 100 mg/l, (n = 5) et celle des rats STZ

jelneurs et CR. En effet, ces deux derniers groupes enregistrent respectivement 500 £ 40 (n = 5) et
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510 + 100 mg/l (n = 5), des taux similaires (p > 0,05) a ceux retrouvés chez les rats témoins tous

groupes confondus.
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Figure 24. Représentation graphique de la cholestérolémie chez les rats wistar témoins (T) et

diabétiques (STZ), jelineurs, non jelineurs et ceux soumis a la restriction calorique.

2.4.2 Triglycérides plasmatiques

Le taux de triglycérides plasmatiques ne différe pas significativement (p > 0,05) entre les rats
témoins non jelneurs (320 £ 0,02 mg/l) et les témoins jelineurs (390 £ 0,08 mg/l). Les rats témoins
soumis a la restriction calorique enregistrent une triglycéridémie largement supérieure a celle des rats

témoins NJ (p < 0,005) ; elle atteint 540 £ 0,07 mg/I (figure 25).

Chez les rats diabétiques (STZ), le taux de triglycérides le plus élevé est enregistré chez les rats STZ
non jeneurs qui affichent une triglycéridémie égale a 1560 + 240 mg/l. Le je(ne intermittent ainsi que
la restriction calorique semblent diminuer le taux de triglycérides chez les rats STZ. En effet, la
triglycéridémie est plus faible chez les rats diabétiques jeneurs (720 £ 110 mg/l) et CR (950 + 220

mg/l) par rapport aux rats diabétiques non jetineurs (p < 0,002).
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Figure 25. Représentation graphique de la triglycéridémie chez les rats wistar témoins (T) et

diabétiques (STZ), jelneurs, non jeneurs et ceux soumis a la restriction calorique.

2.5 Parameétres rénaux

2.5.1 Créatinine plasmatique

La concentration de la créatinine plasmatique est comparable entre les 3 groupes de rats
témoins (p > 0,19), avec une moyenne atteignant 1,71 + 0.16 mg/dl (n = 12) (figure 26). Cette
créatinémie est environ 2 fois plus élevée (p < 0.003) chez les rats STZ non jelneurs (3.43 + 0.63
mg/dl; n = 4) par rapport a celle enregistrée chez les témoins. Le taux de créatinineplasmatique semble
diminuer sous I’effet du jetne et de la restriction calorique (p < 0,05) chez les rats STZ, elle atteint

respectivement 2,48 + 0,26 et 2,60 + 0,24 mg/dl.
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Figure 26. Représentation graphique de la créatinémie chez les rats wistar témoins (T) et diabétiques

(STZ), jelneurs, non jelneurs et ceux soumis a la restriction calorique.

2.5.2 Ureée plasmatique

La comparaison des taux d’urée plasmatique entre les rats témoins non jelineurs, jeineurs et
ceux soumis a la restriction calorique (figure 27) indique que cette derniére ne différe pas
significativement entre les 3 groupes (p > 0,1). La valeur moyenne des 3 groupes atteint 38,8 + 5,4
mg/dl (n = 12). Par rapport aux rats témoins, I’'urémie est environ 3 fois plus élevée (p < 0,001) chez
les rats STZ non jedneurs (118.3 £ 30.3 mg/dl; n = 4) dont le taux est également plus élevé comparé a

celui des rats STZ je(neurs et celui des rats STZ soumis a la restriction calorique (p < 0,02).
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Figure 27. Représentation graphique de 1’urémie chez les rats wistar témoins (T) et diabétiques

(STZ), jelneurs, non jelineurs et ceux soumis a la restriction calorique.

2.6 Données sur les Tlots pancréatiques

2.6.1 Sécrétion statique

La sécrétion d’insuline par les 1lots des rats témoins, incubés pendant 90 min dans un milieu a
8,3 mM de D-glucose, atteint 87,3 + 12,7 uUfilot (n = 40). Comme il est illustré dans la figure 28, la
relation entre la concentration du D-glucose et la réponse de 1’ilot a celle-ci indique que la sécrétion
d’insuline en réponse a des concentrations croissantes d’hexose est comparable entre les rats témoins
NJ, J et CR. Cependant, on constate que les valeurs moyennes d’insuline sécrétées par des ilots
préparés a partir de rats J et CR et incubés a 2,8 mM et 8,3 mM, tendent a étre plus élevées chez ces

derniers par rapport aux rats non jedneurs.
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Figure 28. Sécrétion insulinique par les Tlots isolés a partir de pancréas de rats témoins non
jedneurs (o), jelneurs (o), et rats CR ( 2), incubés a des concentrations graduelles de D-glucose.
Les résultats sont exprimés par rapport aux valeurs moyennes enregistrées aux trois

concentrations d’hexose pour chaque groupe de rats.

Quel que soit la concentration de D-glucose dans laguelle ont été incubés les Tlots préparés a partir des
rats témoins, leur contenu final en insuline ne différe pas significativement entre 1’incubation a 2,8, 8,3
ou 16,7 mM. En regroupant toutes les données disponibles concernant le contenu en insuline des Tlots
obtenus a partir de tous les rats témoins, tous groupes confondus (NJ, J et CR), on constate que les
valeurs moyennes globales pour chague incubation atteignent 96,0 = 5,5% (n = 39), 98,8 + 3,8% (n =
40) et 105,0 = 3,3% (n = 40) dans les Tlots exposeés respectivement aux trois concentrations du D-
glucose, a savoir 2,8, 8,3 et 16,7 mM. Ces résultats ne présentent aucune différence significative. De la
méme maniére, aucune différence significative n’a été observée entre les valeurs moyennes du contenu
en insuline des Tlots préparés a partir de rats témoins NJ (347,2 + 18,0 pU/ilot; n = 30) ceux des rats
témoins J (303,0 £ 14,0 pU/ilot; n = 30) ou CR (385,1 £ 16,4 pUfilot; n = 29).
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La sécrétion d’insuline (uU/ilot en 90 min) par les ilots préparés a partir de rats STZ, atteint a
la concentration en D-glucose a 2,8, 8,3 et 16,7 mM, respectivement, 2,08 + 0,91 (n = 28), 4,01 + 1,01
(n = 36) et 7,18 + 1,70 (n = 36). Cette sécrétion est significativement plus élevée (p < 0,02) a la
concentration 16,7 mM qu’a la concentration 2,8 mM. Si I’on se référe aux valeurs moyennes de la
sécrétion d’insuline et celles du contenu insulinique des ilots dans chaque expérience, on constate que
la sécrétion d’insuline représente 32,7 = 11,7% (n = 4), 43,0 £ 19,4% (n=5) et 62,6 = 32,1% (n=5)
du contenu final en insuline dans les flots aprés une incubation a 2,8; 8,3 et 16,7 mM D-glucose,
respectivement. Le contenu en insuline des Tlots préparés a partir de rats STZ diminue
progressivement en fonction de la concentration de D-glucose dans laquelle les Tlots sont incubés. En
effet, le contenu en insuline de ces ilots atteint en moyenne 165,5 + 27,8% (n = 28) apres une
incubation a 2,8 mM, 105,1 + 20,1% (n = 35) et 94,8 + 17,4% (n = 35) aprés une exposition aux
concentrations 8,3 et 16,7 mM, respectivement. La différence est statistiquement significative
(p<0,03) quand on compare le contenu des Tlots incubés a la concentration 2,8 mM et a la
concentration 16,7 mM. Enfin, ces observations sont valables aussi bien pour les rats STZ non

je(neurs, je(ineurs que CR.

La sécrétion d’insuline tout comme le contenu de celle-ci dans les Tlots sont tous deux trés
faibles chez les rats STZ comparés aux témoins. Par exemple, aprés les 90 min d’incubation a la
concentration 8,3 mM de D-glucose, la moyenne de la sécrétion d’insuline par les ilots des rats STZ
n’excéde pas 4,0 + 1,0 uU/islet (n = 36), alors que la valeur moyenne de cette sécrétion, sous les

mémes conditions atteint 87,3 + 12,7 pU/islet (n = 40) chez les rats témoins.

Le méme constat est fait concernant le volume relatif occupé par les Tlots dans les sections de
pancréas. En effet, celui-ci n’excéde pas 0,20 + 0,05% (n=9) chez les rats STZ alors qu’il atteint 1,06
+ 0,07% (n = 9) chez les rats témoins (p < 0,001). Aucune différence significative n’est observée entre
les valeurs enregistrées chez les rats diabétiques J et CR et celles enregistrées chez les rats STZ non

jelneurs (p>0,23). Ceci est également le cas des rats témoins.
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2.6.2 Etude histologique du pancréas

2.6.2.1 Marquage immunohistochimique de I’insuline
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Figure 29. Immunodétection par la techniqgue ABC-DAB de I’insuline dans les Tlots pancréatiques de

rats témoins (1) et rats STZ (2), non jelneurs (A), jeGneurs (B) et CR (C). (Grossissement x40).

La détection immunohistologique de I’insuline par la technique ABC-DAB (figure 29) indique
que l’intensité de la coloration brune, reflétant la présence de cellules positives a I’insuline, est

comparable entre les rats témoins non jelneurs, jedneurs et ceux soumis a la restriction calorique a
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20%. Ceci a également été constaté sur les ilots marqués a I’insuline par immunofluorescence (figure

30).

Chez les rats STZ non je(neurs, les Tlots pancréatiques perdent complétement leur intégrité. En effet,
on constate que leur morphologie est tres atteinte (figure 29). L’atteinte de 1’intégrité des cellules béta
se refléte sur le plan fonctionnelle par 1’absence quasiment totale de 1’insuline au niveau des filots
pancréatiques marqués a 1’insuline par immunofluorescence (figure 30). En effet, il y a perte totale
d’immunoréactivité de I’insuline. Aucune infiltration de cellules immunitaires n’a été observée aux

alentours des Tlots de rats STZ non jelineurs.

La coloration brune qui est pratiqguement absente chez les rats STZ non je(neurs, est relativement plus
intense chez les rats STZ soumis au jeline intermittent ou a la restriction calorique a 40%, ceci dit la
présence de cellules positives a 1’insuline restent nettement plus faible en comparaison avec celles des
flots appartenant aux 3 groupes de rats témoins. Au marquage immunofluorescent (figure 30),
I’insuline apparait légérement plus présente au niveau des cellules béta des rats STZ jeneurs ou CR

comparés aux rats STZ non jedneurs.
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Figure 30. Immunodétection de I’insuline par immunofluorescence dans les Tlots pancréatiques de rats

témoins (1) et rats STZ (2), non je(neurs (A), jeGneurs (B) et CR (C). (Grossissement x40).

2.6.2.2 Masse cellulaire f

Le comptage de la masse cellulaire B révele une différence entre les rats jelineurs et les deux
autres groupes de rats témoins. En effet, il est observé une diminution de cette masse chez les jelneurs

qui atteint en moyenne 0,0111 + 0,0035 mg, Cette masse cellulaire chez ce dernier groupe représente
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50,9% de la masse cellulaire calculée chez les témoins non jetineurs. La masse cellulaire  chez les
rats CR est comparable a celle de témoins non jelneurs, elle atteint 0,0096 + 0,0010 mg, soit une

valeur moyenne représentant 86,13% de celle calculée chez les rats témoins non jelneurs (figure 31).
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Figure 31. Masse cellulaire B chez les rats témoins (T) et STZ, non jelineurs, jelineurs et CR.

Concernant les rats diabétiques, la masse cellulaire B est considérablement diminuée chez les
rats STZ non jedneurs, elle atteint en moyenne seulement 0,0009 + 0,0035 mg. Elle représente 8,05%
de la masse cellulaire retrouvée chez les rats témoins non jelneurs. Cette masse cellulaire béta
augmente relativement sous I’effet du jeline intermittent (0,0026 + 0,0006 mg) et de la restriction
calorique (0,0012 £+ 0,0006 mg) atteignant respectivement 285,15 et 133,65% de la valeur moyenne
retrouvée chez les Rats STZ non jelneurs. Cependant, comme il a déja été constaté par le marquage
immunohistochimique ABC-DAB, cette masse cellulaire chez les deux groupes de STZ J et CR reste
tres inférieure a celle des rats témoins NJ. En effet, comparée a ces derniers elle ne représente

respectivement que 22,95 et 10,75%.
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2.6.2.3 Evaluation de I’apoptose
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Figure 32. Pourcentage d’apoptose évalué par le TUNEL au niveau des pancréas de rats témoins et

STZ, non jelneurs, jedneurs et CR.

Le taux d’apoptose est largement plus élevé (p < 0,001) chez les rats STZ que chez les rats
témoins tous groupes confondus (figure 32). Chez le groupe des non jelneurs, les rats témoins
affichent un taux d’apoptose égale a 4,67 £ 0,21 % (n=5) alors que chez les rats STZ le taux
d’apoptose atteint 20,03 +2,9 % (n=5), soit 4,3 fois plus élevé par rapport aux rats témoins.

Chez les rats témoins, ni le jeine intermittent ni la restriction calorique n’exercent un effet sur
I’apoptose dont les taux qui atteignent respectivement 4,02 + 0,10 % (n=5) et 4,26 + 0,07 % (n=5),
sont comparables (p > 0,05) a ceux des non jelneurs. Cependant, ces deux paradigmes semblent
diminuer le taux d’apoptose chez les rats STZ jelneurs (10,68 + 0,38 %, n=5) et CR (12,22 + 1,46 %,
n=5). Le pourcentage d’apoptose chez ces deux groupes de rats représente respectivement 53,23 et 61
% du taux enregistré chez les rats STZ non jelneurs (100%, p < 0,05). Néanmoins, le pourcentage
d’apoptose chez les rats STZ J et CR reste plus élevé que celui retrouvé chez les rats témoins, il

représente respectivement 248 et 283,7 % du taux retrouvé chez les rats témoins (100%, n=15).
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2.6.2.4 Immunodétection du glucagon par marquage ABC-DAB

Concernant I’immunomarquage au glucagon (figure 33), celui-ci révele que chez les 3 groupes
de rats témoins, les cellules alpha se localisent a la périphérie de 1I’ilot, ce qui est typique pour ces
cellules. Ceci ne semble pas étre le cas au niveau des ilots des rats STZ dont le nombre de cellules
alpha augmente au détriment de la diminution de la masse cellulaire béta. Les cellules o ont tendance a

“envahir” la partie centrale de I’ilot au lieu de se localiser a la périphérie de celui-Ci.

Il semble d’apres les observations microscopiques de plusieurs sections et 1lots pancréatiques,
que le jelne a un effet relativement positif sur la répartition des cellules a au niveau des ilots des rats
diabétiques STZ. En effet, on constate que ces cellules envahissent moins le centre de 1’lot chez les
rats STZ jelneurs mais également chez les rats soumis a la restriction calorique par rapport aux rats
STZ non jelneurs. Leur nombre semble étre moins élevé par rapport a celui retrouve chez les rats STZ

non jedneurs.
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Figure 33. Immunodétection par la technique ABC-DAB du glucagon au niveau des flots
pancréatiques de rats témoins (1) et rats STZ (2), non je(neurs (A), jelneurs (B) et CR (C).

(Grossissement x40).
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2.7 Etude histologique du foie

D’aprés la figure 34, on constate la présence de plage de nécrose au niveau de la coupe
hépatique du rat STZ non jelneurs (fleche A2) et une congestion de celui-ci. Cette observation a été
constatée sur toutes les coupes issues des rats diabétiques non jedneurs. Il y a lieu de préciser la
présence de quelques zones d’infiltrations au niveau de ces coupes hépatiques du méme groupe de rats
(figure 34 bis).

Contrairement aux rats STZ non jelneurs, les plages de nécrose n’apparaissent pas ou alors trés

faiblement au niveau des coupes de foie des rats STZ jelineurs (B2) et CR (C2).

D’autre part, on constate que les hépatocytes au niveau des coupes hépatiques de rat STZ sont
positifs & la coloration PAS, avec une coloration plus intense chez les non jelneurs. Ceci refléte
I’accumulation du glycogene. La coloration semble relativement se clarifier au niveau des coupes
hépatiques des rats streptozotocine J et CR indiquant une moindre accumulation du glycogéne au

niveau des foies de ces rats.
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Figure 34 : Coupes histologiques de foie de rats témoins (1) et STZ (2), non jelneurs (A), jelneurs

(B) et CR (C). Coloration PAS (grossissement x 20).
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Figure 34 bis. Coupes histologique de foie de rat STZ non jelineurs, colorée a I’hématoxyline-éosine.
On remarque la présence de nécrose (fleche rouge) et d’infiltration (fléche noire). Coloration

hématoxyline-éosine. (Grossissement X40).

2.8 Etude histologique et immunohistochimique du rein

2.8.1 Etude histologique du rein

Au microscope optique, 1’analyse histologique des coupes rénales de rats STZ non jelineurs
démontre la présence de cellules Armanni-Ebstein principalement dans les tubules proximaux, avec a
la périphérie de leur cytoplasme des grains positive a I’acide périodique de schiff. A proximité de ces
cellules Armanni-Ebstein, on constate la présence de tubules dilatés et atrophiés (fleche A2) (figure
35).

Ces changements histologiques semblent relativement étre moins accentués au niveau des
coupes rénales de rats soumis a la restriction alimentaire mais surtout de ceux soumis au je(ne
intermittent.

L’analyse des coupes rénales de rats témoins ne révéle aucun effet du jedne ou de la restriction

calorique sur I’histologie du rein.

95



RESULTATS

Figure 35. Coupes rénales de rats témoins (1) et rats STZ (2), non je(neurs (A), jeGneurs (B) et CR

(C) colorées a I’acide périodique de schiff. (Grossissement x40).

2.8.2 L’index PCNA

En moyenne, I’index PCNA est significativement plus élevé chez les rats STZ que chez les

rats témoins (p < 0,001).

Le jelne intermittent ainsi que la restriction calorique semble exercer un effet non négligeable sur

I’index PCNA chez les rats STZ (p < 0,04). En effet, cet index est plus bas chez ces deux groupes
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(STZJ:142,9 +17,5 10" et STZJ : 157,9 + 18,1 10™) par rapport & celui calculé chez les rats STZ non

jeGineurs (209,3 + 30,5 10™).
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Figure 36. L’index PCNA chez les rats témoins et STZ, non jetineurs, jetineurs et CR.
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Figure 37. L’expression immunohistochimique du PCNA (proliferative cellular nuclear antigen) dans
le cortex rénal des rats témoins et STZ non jelneurs, jelneurs et CR (Grossissement X40). Les cellules

positives au PCNA présentent des noyaux brun noiratre.
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DISCUSSION

1. Psammomys obesus

1.1 Induction du diabéte de type 2

Le rat de sable Psammomys obesus est un modéle animal comptant parmi les rares especes
offrant I’avantage de développer un diabéte de type 2 nutritionnellement induit. Lorsque le
Psammomys obesus, en captivité, est nourri au régime hypercalorique, il développe un syndrome
métabolique rappelant celui du diabéte de type 2 humain (Kaldron et al, 1986). Selon Nesher et al
(2001), I’'un des aspects attractifs chez le Psammomys obesus est que son phénotype diabétique se
révele durant le processus d’adaptation lors de la transition du régime hypocalorique, retrouvé dans
son habitat naturel, au régime synthétique hypercalorique. Ceci rappelle la genése du diabéte de type 2
chez I’étre humain qui est dii entre autre a son passage au mode de vie occidental se caractérisant par
une sédentarité et une alimentation riche en calories. De ce fait, afin de mieux comprendre 1’étiologie
ainsi que la physiopathologie du diabete de type 2 chez I’humain, plusieurs chercheurs ont opté pour
I’utilisation de cet animal comme modéle expérimental (Nesher et al, 1999 ; lkeda et al, 2001 ;

Leibowitz et al, 2002).

L’un des objectifs de cette thése consistant a étudier la réponse métabolique de rats atteints de
diabéte de type 2 & une privation alimentaire imposée sous forme de jeline intermittent mimant le
jeline du Ramadan, nous a conduit a utiliser le Psammomys obesus, une espece désertique tant

convoitée pour des recherches sur le diabéte de type 2.

Le changement de régime alimentaire, autrement dit 1’introduction d’un régime synthétique
largement plus calorique par rapport au régime naturel des Psammomys obesus basé sur la
consommation de plantes halophytes, a générer des changements métaboliques tant sur le plan

biochimique qu’organique.
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1.1.1 Poids corporel et consommation alimentaire

Chez les Psammomys non je(neurs, la consommation du régime végétal (Atriplex halimus)
par les Psammomys témoins est plus importante que la quantité d’aliment standard consommeée par les
Psammomys diabétiques et non diabétiques. La valeur énergétique du régime végétal étant faible, les
Psammomys témoins la compensent par une quantité d’aliment ingéré plus importante que celle des
Psammomys diabétiques et non diabétiques. Si Ion se référe a la consommation alimentaire
uniqguement en grammes d’aliment ingéré, on constatera que les Psammomys soumis au régime
synthétiqgue consomment moins que les témoins. Cependant, si I’on prend en considération la valeur
calorique de chaque aliment (végétal ou synthétique) et donc la quantité d’aliment ingéré exprimée en
Kcal/jour au lieu de g/jour, on constatera que la prise calorique chez les Psammomys soumis au
régime synthétique dépasse celle des Psammomys témoins. La teneur de 1’aliment synthétique
représente 690% de la valeur énergétique du régime naturel végétal. Ceci démontre bien I'intérét de
prendre en considération un aliment non pas sur le plan quantitatif (ration ingérée) mais sur le plan
qualitatif. En effet, c’est la nature des nutriments qui composent un aliment qui déterminera son
influence sur I’homéostasie. Dans ce contexte, c’est la qualité de 1’aliment synthétique, de nature
hypercalorique, qui a causé les désordres métaboliques observés aussi bien chez les Psammomys
diabétiques que non diabétiques. Ceci nous améne a dire que bien que le gain de poids chez ces
derniers soit relativement comparable a celui des témoins, 1’évolution des parameétres biochimiques
chez ces trois groupes est complétement différente. En effet, la lipidémie différe nettement entre le
groupe de Psammomys continuant a se nourrir au régime naturel et le groupe soumis au régime
synthétique. De plus, méme au sein de ce groupe, I’homéostasie glucidique a permis de distinguer
entre les diabétiques et non diabétiques.
Les deux aliments different principalement en leur teneur en glucides. Cette teneur représente au
niveau de I’ Atriplex seulement 2,93% de celle retrouvée au niveau de 1’aliment standard. D’autre part,
la qualité des composés glucidiques de I’ Atriplex contribue au maintien d’une normoglycémie chez les
Psammomys témoins. En effet, I’Atriplex halimus est une chénopodiacée dont les hydrates de carbone

sont composés de lignine, d*hémicellulose et de cellulose. L’hydrolyse de ces fibres alimentaires par la
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flore intestinale prend du temps (Degen et al, 2000), ce qui ralentit 1’absorption du glucose et donc une

augmentation d’une glycémie post prandiale.

1.1.2 L’homéostasie glucidique

La glycémie des Psammomys soumis au régime riche en calories, a permis de distinguer deux
sous-groupes : les gerbilles du premier sous-groupe qui ont une glycémie supérieure a 1,49 g/l (8,3
mmol/l) et donc considérées comme hyperglycémiques, tandis que les gerbilles du deuxieme sous-
groupe présentent une glycémie inférieure a 1,40 g/l (7,8 mmol/l) et sont considérées comme étant
normoglycémiques (Leibowitz et al, 2001, Kaiser et al 2005 ; Uckaya et al, 2005). Ainsi, bien que ces
deux sous-groupes soient soumis au méme régime synthétique hypercalorique, ils présentent des
glycémies totalement différentes. Par conséquent, une alimentation riche en calories et une sédentarité
(captivité des rats) ne sont pas des facteurs suffisants pour provoquer un diabéte non
insulinodépendant. La prédisposition génétique joue un rdle trés important dans 1’apparition de cette
hyperglycémie et donc du diabéte. A ce propos, certains auteurs (Kaiser et al, 2005 ; Shafrir et al,
2006) rapportent que seulement 40% des Psammomys soumis au régime synthétique sont rendus
diabétiques. Au fait, c’est la prédisposition génétique qui détermine la réponse des Psammomys
obesus au régime synthétique hypercalorique. En effet, il existe deux lignées de Psammomys obesus ;
la premiére est résistante au diabéte (DR) tandis que la deuxiéme y est prédisposée (DP) (Kalman et al,
1996 ; Kaiser et al, 2005). Les Psammomys résistants au diabéte, soumis au régime synthétique,
compensent la surcharge calorique par une augmentation modérée de la sécrétion d’insuline, une
quantité suffisante pour maintenir une normoglycémie. Cependant, chez I’autre lignée de Psammomys,
cette méme quantité d’insuline, et méme une concentration plus élevée, sont incapables de prévenir
une hyperglycémie.
Dans cette étude, la différence entre les deux lignées est percue avant méme que ces deux dernieres
soient soumises au régime hypercalorique. En effet, avant I’introduction du nouveau régime,
autrement dit quand les gerbilles de sable sont encore sous régime végétal, la glycémie post prandiale
est déja élevée (p < 0,03) chez les Psammomys identifiés par la suite comme diabétiques (4,19 + 0,16
mM; n = 19) par rapport a celle des Psammomys ne développant jamais de diabéte (3,55 + 0,24 mM; n
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=19). D’autre part, la AUC durant le test de tolérance intraperitonéal au glucose (IPGTT) est déja plus
élevée (p < 0,005) chez les gerbilles de sable prédisposées au diabete (954,8 + 60,6 mM.min; n = 12)
comparée a I’AUC chez celles qui y sont résistantes (739,0 = 27,8 mM.min; n = 12). Ces différences

s’accentuent davantage apres le sevrage du régime végétal hypocalorique.

La différence entre ces deux lignées se situe principalement au niveau du fonctionnement des
flots (Nesher, 2001). Plusieurs maillons impliqués dans la synthése, le stockage et la sécrétion
d’insuline semblent déterminer la cause de 1’évolution de I’hyperglycémie chez la lignée prédisposée
au diabéte qui est relative a la fonction perturbée des Tlots de cette lignée. Cette lignée est incapable,
en réponse au régime hypercalorique, d’augmenter le taux d’oxydation du glucose. Le faible taux de
glucose oxydé qui en résulte indique que le fonctionnement de la mitochondrie est inadéquat chez
cette lignée (Nesher et al, 1999). L’incapacité de cette organelle a oxyder le glucose entraine une
production insuffisante d’ATP qui est considéré comme un métabolite important dans de multiples
étapes impliquées dans la production d’insuline, son stockage et sa sécrétion. La déficience en ATP
pourrait ainsi expliquer I’affaiblissement du contenu pancréatique en insuline et les troubles de la

dynamique de la sécrétion d’insuline (Nesher et al, 1999).

L’homéostasie détériorée du glucose est d’une part expliquée par I’affaiblissement de la
réponse insulinique au glucose due a la perte des réserves pancréatiques en insuline qui a lieu déja
durant la phase d’intolérance au glucose qui précede le diabéte franc (Kaiser et al, 2005). D’autre part,
I’hyperglycémie chez les rats diabétiques est liée a la diminution de I’expression de certains iso-
enzymes des protéines kinases C (PKC). Une étude immunohistochimique a révélé qu’il y a une
expression réduite de PKC, et de PKC, au niveau des cellules  des Psammomys obesus prédisposés
au diabéte comparée a celle retrouvée chez ceux qui y sont résistants (Nesher et al, 2001). La PKC, est
impliguée dans la réponse insulinique au glucose au niveau des Tlots (Nesher et al, 2001). Ainsi, la
diminution de son expression chez les rats DP altére la réponse insulinique au stimulus de glucose et
donc par conséquent induit ’augmentation plasmatique de celui-ci. D’autres iso-enzymes de PKC,

développées ultérieurement, sont par contre impliquées dans I’insulinorésistance.
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Enfin, Dinsulinorésistance décelée chez les Psammomys diabétiques contribue a
I’hyperglycémie chez ces rats. En effet, en raison de la diminution de I’insulinosensibilité, I’insuline
ne peut plus exercer efficacement son effet suppresseur sur I’expression de la glucose 6 phosphatase et
la PEPCK. Il en résulte une augmentation du catabolisme du glycogéne et du taux de néoglucogenése
aboutissant a une augmentation de la sécrétion hépatique de glucose (den Boer, 2006). Cet excés de
glucose ne peut €tre rééquilibré par I’insuline.

1.1.3 Statut insulinique

Les résultats (voir tableau 7) indiquent que 1’insulinémie la plus élevée est enregistrée chez les
Psammomys diabétiques. A cet effet, plusieurs études ont rapporté 1’augmentation de I’insulinémie
chez les gerbilles de sable développant un diabéte (Nesher et al, 1999 ; Kaiser et al, 2005). Cette
élévation est associée a 1’augmentation de la phosphorylation du glucose au niveau de la cellule B.
Ceci est di a une activité augmentée de la glucokinase couplée a I’activité également élevée de
I’hexokinase et ce en réponse au régime hypercalorique qui probablement serait responsables de
I’augmentation de la sécrétion d’insuline chez les Psammomys diabétiques (Nesher et al, 1999).
L’augmentation de la capacité de phosphorylation sensibilise les cellules § @ un moindre niveau de
glucose ce qui contribue & une sécrétion excessive d’insuline, qui couplée a une production d’insuline
inappropriée (Leibowitz et al, 2001) induite par le régime, promeut 1’épuisement des réserves
pancréatiques en insuline et la réduction du nombre des cellules p.

L’insulinorésistance est extrémement élevée chez les Psammomys diabétiques. En effet, la
valeur de la HOMA chez les rats diabétiques (tableau 7) dépasse largement celle des deux autres
groupes. Selon Ziv et al (1996), ces Psammomys méme durant le stade ou ils étaient
normoglycémiques exhibaient une insulinorésistance. Ceci a été démontré par I’incapacité de ces
derniers a avoir une hypoglycémie et a restreindre la production hépatique en glucose aprés une
administration d’insuline exogéne. L’un des éléments associé a I’insulinorésistance est ’augmentation
de I’expression de la PKCe (Hillel et al, 2005) aussi bien au niveau du foie qu’au niveau du muscle
(Ikeda et al, 2005). Méme sous régime hypocalorique, la PKCg est surexprimée chez les Psammomys
prédisposés au diabéte. Seulement, la surexpression seule ne conduit pas forcément au diabéte, ¢’est

I’introduction du régime hypercalorique ainsi que la présence de facteurs liés au milieu diabétique tels
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que I’hyperlipidémie, I’hyperglycémie et/ou I’hyperinsulinémie qui contribuent a 1’activation de
PKCe. Cette surexpression pourrait expliquer la susceptibilité génétique de la lignée DP au
développement de 1’insulinorésistance, qui en concordance avec les influences environnementales
pourrait aboutir au développement du diabéte (Ikeda et al, 2001).
Cette expression augmentée de PKCe va induire des désordres au niveau des voies de signalisation de
I’insuline. Tout d’abord, cette surexpression va entraver la liaison de I’insuline a son récepteur (IR).
En effet, il existe une corrélation inverse significative entre I’expression de la PKCe et la liaison de
I’insuline a I’IR (Ikeda et al, 2001). Ceci est dii au dysfonctionnement de I’IR 1i¢ a I’augmentation de
la quantité des résidus tyrosine phosphorylés au niveau de la sous unité f (Kanety et al, 1994). En
effet, il existe un défaut de phosphorylation de ces récepteurs, di a une activation défectueuse de la
tyrosine kinase par I’insuline (Kanety et al, 1994). Mise a part son effet sur le dysfonctionnement de
I’IR, la PKCe va également diminuer le nombre de ces récépteurs (Ikeda et al, 2001). Il est intéressant
de noter que les P obesus ont déja un petit nombre d’IRs comparés aux rats Albinos (Kanety et al,
1994, Meyerovitch et al, 2002) ; ainsi, méme un changement mineur de leur nombre va influencer la
signalisation d’insuline (Kanety et al, 1994). Mise a part la diminution de la densité des IRs, aussi bien
au niveau du muscle que du foie (Kanety et al, 1994), il s’avére également que la surexpression de
PKCe inhibe la PKB et diminue le taux de GLUT 4 (Shafrir et al, 1999; lkeda et al, 2001).
L’inhibition de la PKB pourrait étre impliquée dans la diminution de la masse cellulaire § vu que cette
kinase fournit une protection aux cellules B contre I’apoptose par la phosphorylation et I’inhibition de
protéines pro apoptotiques (Jetton, 2005). Finalement, une étude in vitro démontre que la PKCe
jouerait un role important dans la médiation de I’effet inhibiteur du TNF-a sur la voie de signalisation
de I’insuline (Kellerer et al, 1997).
1.1.4 Changements morphologiques du pancréas
1.1.4.1 Cellules p et insuline

D’aprés nos observations, les cellules § perdent une bonne partie de leurs réserves insuliniques

au niveau des Tlots pancréatiques des Psammomys diabétiques. Les mémes observations ont été déja

faites par plusieurs auteurs (Gadot et al, 1994 ; Gadot et al, 1995 ; Leibowitz et al, 2001). Ce qui
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pourrait expliquer la diminution du contenu en insuline est I’altération de la biosynthése de proinsuline
et/ou sa conversion en insuline due a la demande élevée en insuline (Gadot et al, 1995) résultante de
I’augmentation de 1’apport calorique. La conversion défectueuse de la proinsuline en insuline,
observéee durant le syndrome diabétique chez ces rats, est accompagnée par la diminution du contenu
des Tlots pancréatiques en PC1, PC2 et en carboxypeptidase H, enzymes responsables de la conversion
de la proinsuline en insuline. Cette diminution n’est pas due & la diminution de leur biosynthése mais
plut6t a la sécrétion exagérée des granules sécrétoires chargés de ces enzymes et qui est en relation
avec la demande élevée d’insuline (Alarcon et al, 1995). Il en résulte une augmentation du ratio
proinsuline/insuline (Leibowitz et al, 2001). Ce méme auteur rapporte que la diminution des réserves
insuliniques est due a un déséquilibre entre la demande en insuline et la biosynthése de celle-ci due a
une sous-expression du géne d’insuline. Il semble que le géne d’insuline devient insensible a 1’effet
stimulateur du glucose, ceci est causé par I’absence du facteur de transcription de ce géne ; insulin
promotor factor 1 (IPF1)/pancreatic duodenal homeobox 1 (PDX-1) chez P. obesus (Leibowitz et al,
2001; Leibowitz et al, 2002). II est intéressant de préciser que malgré I’absence de ce facteur de
transcription, les Psammomys arrivent a rester normoglycémiques quand ils sont sous régime
hypocalorique et que leurs ilots pancréatiques contiennent une quantité normale d’insuline. Ainsi
d’autres facteurs de transcription dans la cellule béta sont suffisants a soutenir une expression basale
du géne d’insuline sous les conditions hypocaloriques (Leibowitz et al, 2001 ; Vedtofte et al, 2007).
Cependant, il est utile de préciser que le PDX1 pourrait exister chez le Psammomys obesus, mais qu’il
serait suffisamment muté pour échapper a la détection immunologique (Vedtofte et al, 2007).

L’autre effet marquant du diabéte sur le pancréas se situe au niveau de la morphologie des ilots qui
semblent détériorés. En effet, on constate que la taille des Tlots est largement plus réduite comparée a
celle des deux autres groupes (voir figure 17). Selon Kaiser et al (2005), avant méme que les
Psammomys deviennent diabétiques, autrement dit quand ils sont au stade d’intolérance au glucose
dit: « impaired fasting glucose », le volume et la masse cellulaires f sont déja réduits. C’est la
glucotoxicité qui affecte négativement la masse cellulaire béta en promouvant la mort des cellules B
qui n’est pas compensée par une augmentation du taux de production de ces cellules (Leibowitz et al,
2001). La diminution de la protéine kinase B, sus-citée en haut, contribue a 1’apoptose de ces cellules
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(Jetton, 2005). Quoique le dosage des acides gras libres plasmatiques n’ait pas pu étre effectué¢ chez
nos Psammomys, on suppose que ce taux est élevé chez les rats diabétiques et non diabétiques non
jetneurs. D’ailleurs plusieurs auteurs (Girard, 2003 ; Cerasi et Ktorza, 2007) rapportent que leur taux
est augmenté chez les P. obesus soumis au régime hypercalorique et que c’est cette augmentation qui
induit un effet lipotoxique sur le pancréas. Chez I’étre humain, une exposition chronique a des taux
¢élevés d’acides gras libres conduit a une surcharge des cellules pancréatiques en lipides, une mauvaise
régulation de la sécrétion d’insuline et une mort de ces cellules par apoptose (Leonardi et al, 2003). On

suppose que les conséquences de la lipotoxicité des AGL sont les mémes chez Psammomys.

1.1.4.2 Cellules a et glucagon

On ne constate aucune différence concernant I’intensité de coloration des cellules a entre les
flots pancréatiques des différents groupes de Psammomys. Contrairement aux rats STZ (voir
ultérieurement), ni le nombre ni la localisation des cellules o n’ont changé au cours du diabéte de type
2 chez le Psammomys. Ceci est probablement di au fait que contrairement aux rats STZ qui voient
leurs 1ilots pratiquement tous détruits en un laps de temps assez court suite a Il’injection de
streptozotocine, chez les Psammomys diabétiques cette destruction de la masse cellulaire f semble étre
un phénomeéne plus progressif et plus lent. Ceci pourrait expliquer le caractére non invasif des cellules
a au cours du diabéte de type 2 et qui reste donc relatif a la durée de celui-ci. D’autre part,
I’hyperglycémie est plus accentuée chez les rats STZ (35,80 + 2,47 mM) par rapport aux Psammomys
diabétiques (16,56+1,52 mM), ce qui explique davantage que chez ces derniers, les cellules o ne se
comportent pas de la méme maniere que chez les rats STZ (voir ultérieurement).

1.1.5 Parameétres lipidiques

Dans cette étude, a I’instar d’autres études (Ikeda et al, 2001 ; Walder et al, 2002 ; zoltowska
et al, 2004), les P obesus non je(neurs diabétiques et non diabétiques exhibent une altération du
métabolisme lipidique qui se remarque aussi bien sur le plan plasmatique qu’organique.
La grande différence du taux de triglycérides déterminé entre les Psammomys témoins et les
diabétiques se traduit par la présence d’une hypertriglycéridémie chez ces derniers. Ce résultat
concorde avec les travaux de Walder et al (2002), ainsi que ceux de Ikeda et al (2001), qui ont trouvé
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que le taux de triglycérides plasmatiques augmente chez les Psammomys diabétiques aprés 3
semaines, jusqu’a la fin de I’induction du diabéte non insulinodépendant par le régime synthétique.
Les résultats concernant la triglycéridémie concordent avec ceux concernant le poids corporel. En
effet, la triglycéridémie est proportionnelle au poids, d’ailleurs le taux de triglycérides le plus élevé est
retrouvé chez les Psammomys non diabétiques qui enregistrent le poids le plus important. De plus,
nous avons décelé une forte masse de tissu adipeux viscéral lors du sacrifice des Psammomys
diabétiques et non diabétiques non jetneurs, et qui pourrait contribuer a 1’augmentation de la
triglycéridémie qui sera conséquente a 1’augmentation de 1’insulinorésistance. Au fait, il existe une
relation linéaire entre le ratio tissu adipeux viscéral/tissu adipeux total et le score graisseux du foie. Un
niveau ¢€levé de gras dans le foie supprime les effets inhibiteurs de I’insuline sur la lipolyse et la
néoglucogenése, résultant en une sécrétion exagérée d’AGL hépatiques et de glucose (Zimmet et
Thomas, 2003). D’ailleurs, le taux de triglycérides hépatiques est assez élevé au niveau des foies des
Psammomys soumis au régime synthétique et il concorde avec les résultats retrouvés au niveau
plasmatique. L’augmentation du niveau des triglycérides dans le foie est le résultat non seulement de
la distribution des acides gras libres vers cet organe et par conséquent I’augmentation de la lipogenése,
mais également du degré d’évacuation des AGL soit par oxydation mitochondriale ou leur sécrétion
sous forme de VLDL (Toledo et al, 2006). En résumé, c’est le déséquilibre entre la synthése et la
sécrétion des triglycérides qui est a 1’origine de ’accumulation de ces derniers dans le foie.

L’augmentation de la charge lipidique dans le foie est également décelable sur le plan histologique
(voir figure 16) ol I’on remarque que les hépatocytes des rats non jelineurs diabétiques et non
diabétiques, en comparaison avec les rats témoins, sont plus volumineux en raison de la présence de
grosses gouttelettes lipidiques dans leur cytoplasme. Il s’agit d’une infiltration macrovasculaire. Cette
dernicre est associée, comme c’est souvent le cas, a une infiltration microvasculaire caractérisée par la
présence de petites gouttelettes lipidiques en périphérie du noyau hépatocytaire (Anty et al, 2007).
Cette surcharge graisseuse du foie chez les rats diabétiques et non diabétiques non jelneurs, est due au
régime hypercalorique auquel sont soumis les Psammomys obesus. Ce régime, et comme il a été cité
dans les paragraphes précédents, a induit plusieurs désordres métaboliques liés principalement a
I’insulinorésistance. L’ingestion de ce régime riche en glucides induit une surcharge de glucose dans le
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sang qui est prise en charge par le foie. L’exceés de glucose est stocké dans le foie sous forme de
glycogéne. Cependant, la capacité de stockage du foie est limitée, ainsi le glucose en excés sera
catabolis¢ en pyruvate et lactate de telle sorte qu’il sera utilisé pour produire des acides gras par la
lipogenése de novo (den Boer, 2006). D’autre part, I’insulinorésistance contribue de maniere
significative a 1’accumulation de gras dans le foie. En effet, il existe une relation inverse entre le
contenu hépatique en triglycérides et la sensibilité du foie a I’insuline (den Boer, 2006). L’existence
de cette relation est appuyée par I’expression élevée du TNF-a dans le foie dans le cas de NAFLD
(non alcoholic fatty liver disease) (Jiang et Torok, 2008). Parmi les effets de I’insulinorésistance,
I’incapacité de I’insuline a inhiber la HSL (hormon sensitive lipase) dont I’activité au sein du tissu
adipeux est régulée par cette hormone. Il en résulte de la levée d’inhibition sur la HSL, une sécrétion
accrue d’acides gras dans la circulation. Ainsi, le foie en qualité de tampon prend en charge cet excés
d’acides gras qui va par conséquent s’accumuler dans cet organe (den Boer, 2006).

Concernant la cholestérolémie, celle-ci est plus élevée chez les Psammomys soumis au régime
synthétique avec des valeurs plus élevées chez les rats diabétiques que non diabétiques. La faible
absorption du cholestérol pourrait expliquer son taux trés élevé chez les Psammomys diabétiques. En
effet, Gylling et Miettinen (1997) rapportent que 1’hypercholestérolémie au cours du diabéte de type 2
est expliquée par une moindre capacité a absorber le cholestérol. L hypertriglycéridémie vient appuyer

I’augmentation du cholestérol dans le cas du DT2 (Briones et al, 1986).

1.2 Effet du jelne intermittent sur les parametres biochimiques et organiques

L’excés de la prise calorique favorise le développement de maladies métaboliques telles que le
diabéte de type 2 et I’obésité. Inversement a la surcharge calorique, une restriction alimentaire peut
prévenir I’apparition de ces maladies ou alors, dans le cas ou celles-Ci se sont déja installées, diminuer
les risques de complications qui leur sont liés. Plusieurs modes de restriction calorique ont été
proposés. En effet, celle-ci peut se produire soit en diminuant le contenu d’un régime alimentaire en
glucides (Kelley et al. 1993, Christiansen et al. 2000, Kirk et al. 2008) ou en lipides (Weigle et al.
1997), ou alors par une privation alimentaire sous forme de jeline court (Anson et al. 2003, Oishi et al,

2007) ou prolongé (Weigle et al. 1997).
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Plusieurs études ont prouvé I’efficacité du jetine intermittent sur les désordres métaboliques
liés au diabete et a ’obésité. Le jeline intermittent expérimenté dans ces études consiste en une
alternance entre 24 heures de jeline suivi de 24 heures de réalimentation (Anson et al. 2003).
Cependant, la durée de la période de jelne (24 heures) ne pourrait-elle pas présenter une contrainte

pour celui qui pratique ce mode de restriction calorique ?

Dans la présente étude nous explorons un autre mode de jeline intermittent qui consiste en une
privation alimentaire quotidienne de 15 heures étalée sur une durée de 30 jours. Notre objectif
principal est d’étudier la réponse métabolique des rats atteints du diabete a ce jeline inspiré de celui
observé durant le Ramadan, et ce a travers 1’évaluation de certains parametres biochimiques et

organiques.

1.2.1 Poids corporel

Le suivi de 1’évolution du poids corporel démontre une diminution de celui-Ci aussi bien chez
les Psammomys je(neurs témoins, diabétiques et non diabétiques. Cette diminution du poids coincide
avec la diminution de la masse adipeuse viscérale observée le jour du sacrifice chez les jelneurs
diabétiques et non diabétiques. La perte de cette masse adipeuse est le résultat de la réduction de la
prise calorique qui, selon Gazdag et al (2000), résulte d’un déséquilibre énergétique induisant la
perte de la masse graisseuse corporelle. La réduction du poids corporel, spécialement celui de la masse
adipeuse est fortement associée a I’amélioration de la tolérance au glucose (Weidruch et al, 1999) et a
I’action de I’insuline sur ses tissus cibles (Kelly et al, 1993, Gazdag et al, 2000). Dans la présente
¢tude, cette amélioration de la tolérance au glucose est reflétée, d’une part par une réduction de I’AUC
chez les groupes jelineurs comparés aux non jetineurs, et d’autre part par des glycémies postprandiales
qui atteignent des valeurs comparables a celles enregistrées avant la transition au régime synthétique,
autrement dit avant le développement du diabéte. Il est probable que cette perte de poids contribue a
I’amélioration de la tolérance au glucose a travers la correction de 1’insulinorésistance (DeFronzo,

1988 ; Guldstrand et al, 2003 ; Shafrir et al, 2006) (voir ultérieurement).
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Cependant, il y a lieu de préciser que le jelne intermittent ne résulte pas toujours en une perte de
poids. Ceci a été le cas dans I’étude de Anson et al (2003) qui ont soumis des souris a un jeline
intermittent (ADF) et qui ont remarqué que durant le jour de réalimentation, les souris ayant jeliné
consommaient une quantité d’aliment comparable a celle que consommaient en deux jours les souris
qui n’étaient pas soumises au jeline. Cette surconsommation en 24 heures de réalimentation pourrait
étre liée a la sensation de faim. A ce propos, Heilbronn et al (2005) rapportent qu’un tel protocole de
jelne intermittent (ADF) est difficile a suivre sur un long terme chez 1’étre humain, ceci en raison du
sentiment de faim décourageant. Les résultats de la présente étude démontrent que la prise alimentaire
reste diminuée chez les Psammomys jelneurs par rapport aux non je(neurs, suggérant que la
frustration que pourraient ressentir les rats de sable durant la période de jeline n’est pas aussi forte au

point d’induire un excés de prise alimentaire compensatoire pendant la période de réalimentation.

1.2.2 Parameétres glucidiques, insuliniques et pancréatiques
Le retour a la normoglycémie chez les rats diabétiques jelneurs est accompagné par une
réduction du taux d’insuline plasmatique. Nesher et al (1999) ont constaté qu’un jeine de 18 heures
seulement induit un rétablissement de la normoglycémie chez les Psammomys prédisposés au diabéte

et qui ont été alimentés pendant 1-2 semaines avec un régime hypercalorique.

Selon Kaiser et al (2005), le diabéte est réversible par un régime hypocalorique. Cette
réversibilité est accompagnée par un rétablissement des réserves pancréatiques en insuline et est
dépendante du temps. Autrement dit, la durée du diabéte et donc le degré d’atteinte du pancréas
endocrine détermineront la réponse positive ou non du pancréas diabétique face a une réduction de
I’apport calorique. En effet, un stade trop avancé du diabéte, ou I’architecture des ilots est
complétement détruite, est un stade de « non retour » ou le Psammomys ne peut recouvrir son
homéostasie (Shafrir et al, 1999c; Kaiser et al, 2005) et ce malgré un traitement diététique ou
pharmacologique. D’ailleurs, ceci a été aper¢u chez les rats rendus diabétiques par injection a la
streptozotocine (voir ultérieurement).

Il est vrai que le taux d’insuline n’a pas été mesuré au niveau des ilots pancréatiques des Psammomys

obesus; cependant, le retour a la normoglycémie chez ceux soumis au jeine nous méne a penser qu’il
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y a eu rétablissement de 40-50% des réserves insuliniques dans le pancréas de ces derniers. Cette
conclusion est tirée des observations de Kaiser et al (2005) qui rapportent que le diabéte ne peut étre
reversé que si les réserves insuliniques atteignent les taux cités et si la morphologie des Tlots est

restituée.

La restauration des réserves insuliniques pourrait étre expliquée, dans le cas du jeline intermittent, par
la diminution de la stimulation de la sécrétion d’insuline due a la réduction de I’apport calorique
durant la privation alimentaire observée durant le jeine. D’autre part, la diminution de
I’insulinorésistance observée chez les diabétiques jetineurs et qui est reflétée par la diminution de la
HOMA, pourrait également contribuer a cette restauration. Il se peut également que la privation
alimentaire observée durant le jeline exerce un effet bénéfique sur la réduction de la production

hépatique du glucose caractéristique du diabéte de type 2.

Enfin, la restauration du contenu insulinique des Tlots pourrait étre attribuée a la stimulation de
I’oxydation des acides gras contenus dans les ilots pancréatiques. En effet, le jeline augmente
I’expression du PPARa (peroxisome proliferator-activated receptor o)) qui a son tour est impliqué dans
I’augmentation de 1’oxydation des acides gras des ilots. Cette stimulation cause la diminution de la
sécrétion d’insuline, probablement par la réduction de lipides qui induisent I’expression de molécules

impliquées dans I’exocytose (Gremlich et al, 2005).

1.2.3 Parameétres lipidiques
Aussi bien chez les Psammomys diabétiques que non diabétiques jelneurs, la triglycéridémie
est diminuée par rapport a celle des non jelineurs du méme groupe. Il en est de méme pour le contenu
hépatique en triglycérides. D’ailleurs, il existe une corrélation positive significative entre ces deux

parametres (r =+ 0,6536; n = 22; p < 0,001).

Chez les rats jelineurs, le contenu hépatique en triglycérides est également plus élevé (p < 0,001) chez
les Psammomys diabétiques et non diabétiques (5,48 + 0,63 umol/g; n = 8) par rapport aux
Psammomys témoins (2,20 + 0,25 umol/g; n = 4). Dans tous les cas, le jelne intermittent diminue le

taux de triglycérides hépatiques, les valeurs enregistrées chez les P. obesus jelineurs représentent en
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moyenne seulement la moitié de celles retrouvées chez les non jelneurs témoins, diabétiques et non

diabétiques

Parallélement a ces observations, 1’analyse des coupes histologiques du foie révelent
également une diminution du nombre et de la taille des gouttelettes lipidiques chez les diabétiques et
non diabétiques jelineurs par rapport aux non jedneurs du méme groupe. Il semble que le jeline
intermittent corrige relativement la stéatose hépatique provoquée par le régime synthétique
hypercalorique en diminuant I’accumulation des triglycérides dans le foie. Vu que cette accumulation
est fortement associée a I’insulinorésistance hépatique (Yki-Jarvinen, 2005) et vu qu’il existe une
relation inverse entre le contenu du foie en triglycérides et I’insulinonosensibilité hépatique (den Boer
et al, 2004), la diminution du taux de triglycérides hépatiques décelée aussi bien sur le plan
biochimique qu’histologique chez les jetineurs pourrait améliorer I’insulinosensibilité hépatique et par
la diminuer I’insulinorésistance du foie observée dans la présente étude. Par conséquent, le foie des
non jelineurs qui était en raison de I’insulinorésistance devenu moins sensible a 1’effet suppresseur de
I’insuline sur la production de glucose et de VLDL (Bacon et al, 1994) contribuant a I’hyperglycémie
et I’hyperlipidémie, retrouve relativement sous 1’effet du jetine intermittent sa sensibilité a 1’action de

I’insuline. Il en résulte une amélioration concomitante des désordres glucidiques et lipidigues.

L’absence de gouttelettes lipidiques chez les Psammomys témoins jelineurs, et la diminution du
nombre de celles-ci au niveau des foies de rats non diabétiques et diabétiques jelneurs, indiquent que

ce jeline n’induit pas une stéatose hépatique comme c’est le cas de jeline prolongé.

Concernant la cholestérolémie, celle-ci est diminuée sous ’effet du jeline intermittent chez les
Psammomys diabétiques. L’amélioration du contréle glucidique pourrait contribuer a la diminution de
la synthese du cholestérol. En effet, selon Scoppola et al (2001), il y a une corrélation positive entre la
concentration de I’hémoglobine glyquée et 1’excrétion urinaire du mévalonate, un indicateur de la
synthése du cholestérol. 1ls suggerent que la synthése du cholestérol est stimulée quand il y a un
mauvais contrle glycémique. D’un autre c6té, I’insulinosensibilité améliorée sous ’effet du jeline

conduit probablement a la stimulation de I’absorption du cholestérol. A ce propos, Simonen et al
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(2000) supposent que 1’absorption augmentée du cholestérol est due a ’lamélioration de la résistance a
I’insuline et qui a comme conséquence une diminution de la synthése du cholestérol. Enfin la
diminution de la cholestérolémie pourrait étre expliquée par I’inhibition de la HMG-CoA réductase.
Linn (1967) rapporte qu'un jetine de 24 heures réduirait le taux de cette enzyme ce qui implique une
diminution de la biosynthése de cholestérol. Zimmet et Thomas (2003) rapportent que 1’inhibition de

cette enzyme induit une réduction du niveau de cholestérol.

2. Albinos albinos

2.1 Induction du diabéte de type 1

La streptozotocine induit un diabéte chez les rongeurs (rats ou souris) assimilé au diabéte de
type 1 chez I’homme (Hayashi et al, 2006 ; Lenzen, 2008). Sa toxicité est liée a son activité
d’alkylation de ’ADN. Un groupement méthyl est transféré depuis la streptozotocine a la molécule
d’ADN (Lenzen, 2008), il en résulte une cascade d’événements aboutissant a la fragmentation de
I’ADN. Ainsi, la méthylation de ’ADN est responsable de 1’apoptose des cellules béta. D’autre part,
en essayant de réparer I’ADN méthylé par la streptozotocine, la cellule p va surexprimer la poly
(ADP-ribose) polymérase (PARP), ce qui résulte en une diminution du NAD" (Nicotinamide adénine
dinucléotide) cellulaire induisant ainsi une déplétion considérable des réserves en ATP (Yamamoto et
al, 1981 ; Okamoto, 1985) ce qui provoquera la nécrose des cellules B (Lenzen, 2008). En plus de la
méthylation de I’ADN, les protéines sont également méthylées et contribuent ainsi au fonctionnement
défectueux de la cellule B aprés exposition a la streptozotocine (Wilson et al, 1988).

Pour que la streptozotocine exerce ses effets suscités sur la cellule B, celle-1a doit rentrer & 1’intérieur
de la cellule B. Ceci est assuré par les transporteurs de glucose GLUT2. Ces transporteurs sont
également présents au niveau du foie et du rein, ce qui fait que la streptozotocine endommage

également ces deux organes (Rerup, 1970 ; Weiss, 1982).

2.1.1 Consommation alimentaire et poids corporel
Les rats rendus diabétiques par injection a la streptozotocine consomment une quantité

d’aliment largement supérieure a celle consommée par les rats témoins. En effet, cette consommation
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est 2,3 fois supérieure a celle des rats wistar témoins non jelneurs. La déficience en insuline, due a la
toxicité de la streptozotocine sur les cellules 3, induit une hyperphagie soutenue chez les rats injectés
par cette substance (Sindelar et al, 2002). L’effet anoréxigénique de I’insuline ne s’exerce plus vu la
diminution considérable du taux de cette hormone chez les rats STZ. De plus, il est fort probable que
I’insuline exerce elle méme un effet régulateur sur la sécrétion du neuropeptide Y dans le noyau
paraventriculaire, et qui in vitro semble étre un effet inhibiteur. Ainsi, I’insulinopénie produite par la
streptozotocine augmente le taux du peptide NY au niveau de sites hypothalamiques variés associés a
I’hyperphagie (Kalra et al, 1999).

D’autre part, la diminution des réserves d’énergie telle que la masse grasse, dont on a
remarqué une forte diminution voir méme une absence chez certains rats lors du sacrifice, induit une
augmentation de la consommation alimentaire. Ceci est considéré comme étant une adaptation face a
la réduction des réserves en énergie, qui permet alors la survie (Schwartz et al, 2000). La perte de
masse graisseuse est due a la diminution considérable du taux d’insuline plasmatique. L’insuline,
hormone lipogénique, étant en trés faible quantités induit une perte de la masse graisseuse qui par
ailleurs induit une diminution considérable du poids des rats STZ.

Enfin, la valeur calorique de 1’aliment donné au rats Wistar dépasse de peu celle de 1’aliment
qu’ingere les Psammomys; cependant, cet aliment n’a pas d’effet diabétogene chez les rats wistar ce
qui confirme bien la nécessité d’une prédisposition génétique pour développer un diabéte de type 2.

2.1.2. Glycémie et statut insulinique

La glycémie des rats STZ dépasse largement celle enregistrée chez les rats témoins.
Parallélement a I’hyperglycémie, la glycémie enregistrée durant le test IPGTT ainsi que I’AUC totale
sont également plus élevées chez les rats STZ que chez les rats témoins. Méme I’AUC incrémentale
durant ’IPGTT est plus élevée (p < 0,006) chez les rats STZ (608 + 105 mM.min; n = 52) que chez les
témoins (287 * 29 mM.min; n = 48). La concentration d’insuline plasmatique, I’index
insulinogénique, la sécrétion d’insuline par les ilots isolés, leur contenu en insuline ainsi que le
volume relatif occupé par les Tlots au sein des sections pancréatiques sont beaucoup plus faibles chez
les rats STZ comparés aux rats témoins. Ceci dit, il est a noter que les Tlots isolés des pancréas de rats

STZ ne perdent pas totalement leur capacité a sécréter I’insuline en réponse au D-glucose. En effet, on
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constate que face a des concentrations croissantes en D-glucose, le contenu en insuline des Tlots de rats
STZ diminue progressivement. Une telle diminution n’est pas observée au niveau des ilots isolés a
partir de pancréas de rats témoins.

Le déréglement de ’homéostasie glucidique et insulinique est dii a P’effet toxique de la
streptozotocine sur la fonction des cellules B. Initialement, la biosynthése de 1’insuline, I’induction de
la sécrétion de celle-ci par le glucose et enfin le métabolisme glucidique sont affectés par la
streptozotocine (Lenzen, 2008). D’autre part, la réduction du NAD" induite par la STZ pourrait
résulter en I’inhibition de la biosynthése et de la sécrétion de I’insuline (Lenzen, 2008). Ces effets de
la streptozotocine sus-cités, en plus des dommages sur I’ADN mitochondriales qu’elle cause, ont lieu
durant les premiers jours d’exposition a la streptozotocine. Ainsi, il est probable que la diminution
considérable de I’insulinémie soit attribuée a la perte considérable en cellules B plutét qu’au
dysfonctionnement de celles-ci vu que pendant I’expérience de la sécrétion statique d’insuline on a
constaté que les Tlots isolés & partir de rats STZ ne perdent pas leur capacité a répondre aux

concentrations croissante en D-glucose.

2.1.3 Paramétres lipidiques

Les taux de cholestérol et de triglycérides plasmatiques sont statistiquement plus élevés chez
les rats diabétiques non jelineurs par rapport aux rats diabétiques jetineurs et CR. Ceci s’accorde avec
d’autres études démontrant une augmentation de la cholestérolémie et de la triglycéridémie chez les
rats rendus diabétiques par injection a la streptozotocine (Mendez et al, 2001 ; Komolafe et al, 2009).
L’hypercholestérolémie chez les rats STZ est due a ’augmentation de 1’absorption intestinale plutdt
qu’a sa synthese hépatique. En effet, Miettinen et al (2004) rapportent dans son article que la
streptozotocine induisant le diabete hypertrophiait la fonction de la muqueuse intestinale en stimulant
I’absorption des graisses et notamment celle du cholestérol.
Concernant les triglycérides, il a été rapporté que durant 1’état de déficience en insuline, ce qui est le
cas des rats diabétiques STZ, la circulation excessive de triglycérides pourrait étre une conséquence
d’une production élevée de lipoprotéines ou alors d’une clairance réduite des triglycérides
(Sambandaum et al, 2000).
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2.1.4 Paramétres rénaux

Kobayashi et Venkatachalam (1992) ont trouvé que la concentration de créatinine est 2-3 fois
plus élevée chez les rats diabétiques comparés aux rats témoinss. Ceci est également le cas de notre
étude ou les rats STZ non jelineurs présentent une créatinémie largement plus élevée par rapport aux
rats contrdles. En plus de 1’augmentation du niveau de créatinine, on observe également une
augmentation de la concentration de 1’urée plasmatique chez ces mémes rats. Ainsi, I’augmentation de
ces deux paramétres plasmatiques chez les rats STZ non jelineurs, ne fait que confirmer les
observations histologiques (voir ultérieurement) et qui reflétent ainsi une détérioration non seulement

morphologique du rein mais également fonctionnelle.

2.1.5 Etude immunohistologique du pancréas
2.1.5.1 Cellule g

L’immunomarquage par la technique ABC-DAB démontre que I’architecture des ilots
pancréatiques est totalement détruite chez les rats STZ non jelneurs. En effet, il ne reste que des
« vestiges » de ces ilots chez ces rats diabétiques. Le marquage immunofluorescent de 1’insuline est
également tres faible chez ces rats par rapport a celui des rats témoins, tous groupes confondus.

L’estimation de la masse cellulaire B indique une perte considérable de celle-ci chez ces rats
rendus diabétiques depuis 6 semaines. A cet effet, Kakkar et al (1998) ont constaté dans leur étude que
déja 3 semaines aprés I’injection de la streptozotocine, il y a perte d’environ 50-60%
d’immunoréactivité de 1’insuline. Ce méme auteur rapporte qu’au bout de 6 semaines apres I’injection,
I’insuline perd totalement son immunoréactivité. Le faible marquage est attribué a la destruction
massive des cellules B. En effet, la masse cellulaire B est fortement réduite chez les rats STZ. Cette
perte considérable de cellules P est due au fort taux d’apoptose retrouvé au niveau des flots
pancréatiques des rats STZ. D’ailleurs, le taux d’apoptose chez les rats STZ non jelneurs était 4,3 fois
supérieur a celui retrouvé chez les rats témoins. Ce trés fort taux d’apoptose au sein des ilots
pancréatiques détruit par la streptozotocine est la cause de la perte de I’intégrité architecturale des ilots
des rats STZ NJ. Selon Weir et al (2001), il existe un équilibre entre 1’apoptose et la réplication des

cellules béta permettant de stabiliser la masse cellulaire béta. Il apparait donc que chez les rats STZ,
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cet équilibre soit rompu en raison du fort taux d’apoptose causée par la streptozotocine. Il en résulte
une destruction architecturale de 1’ilot et une perte assez impressionnante de la masse cellulaire béta.
Morimoto et al (2005), rapportent que cette apoptose a déja lieu 6 heures aprés I’injection de la
streptozotocine et avant méme que 1’hyperglycémie s’installe. L hyperglycémie ne fait qu’accentuée
cette apoptose. En effet, il a été rapporté qu’in vitro, une exposition d’ilots pancréatiques humains a
une forte concentration en glucose induisait 1’expression de FAS spécialement au niveau des cellules 3
induisant ainsi I’apoptose de ces cellules (Malder et al, 2001). Le pancréas de par sa faible capacité
anti oxydative (Kajimoto et Kaneto 2004), est plus susceptible aux radicaux libres générés par la
streptozotocine, dont le ROS et le NO (Peschke et al, 2000) et probablement par ceux générés par
I’hyperglycémie. Des infiltrations lymphatiques ont été observées lors d’études sur ’induction du
diabéte par STZ (Ozdemir et al, 2009), ce qui n’est pas le cas dans cette étude. Ceci est fort
probablement di au fait que ces infiltrations aient lieu les premicres semaines suivant 1’injection de la
geme

streptozotocine. En effet, il y a une infiltration de cellules mononucléaires au jour aprés injection

de STZ, et qui augmente jusqu’au 14°™ jour ensuite elle diminue (Li et al, 2000). Il est & signaler que
I’index d’apoptose aurait pu donc étre encore plus élevé si les rats avaient été sacrifiés les premiers
jours suivant I’injection de la STZ. En effet, les cellules B ayant subit une fragmentation de leur ADN
et mourant par apoptose sont enlevées par les macrophages non spécifiques (Lenzen, 2008).

La mort cellulaire excessive des cellules béta est a 1’origine de 1’insulinopénie et donc de
I’hyperglycémie observée chez les rats STZ. Toutefois, il est a signaler qu’un faible taux d’insuline
plasmatique subsiste chez les rats STZ non jelneurs. Ce taux est probablement sécrété par les cellules
B ayant « survécus » a la streptozotocine. 1l a été constaté que la masse cellulaire B est excessivement
diminuée chez les rats STZ non jelineurs comparée aux rats témoins. En effet, le nombre de noyaux
des cellules B mis en évidence par le DAPI est trés réduit, ce qui indique que le nombre des cellules 3
est trés faible chez les rats STZ. Cependant, 1’étude morphométrique des cellules B (voir annexe 2) a
révélé que la taille de celles-ci était plus grande comparée a celle des cellules béta de rats témoins ; il
s’agit d’une hypertrophie des cellules B. Miley et al (1997) rapportent qu’une exposition in vitro des
cellules B a une concentration de 20 mM de glucose induisait une augmentation de 10-15 % de leur

volume. L’hypertrophie des cellules béta a été également observée chez des rats devenus
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hyperglycémiques aprés pancréatectomie (Jonas et al, 1999). Il semble que pour contrer
I’insulinopénie, les cellules P résiduelles s’hypertrophient. Selon Weir et al (2001), ’hypertrophie des
cellules B est un mécanisme compensatoire activé par une demande augmentée en insuline. Cette
hypertrophie concerne probablement les cellules béta qui sont en stage terminal de senescence,

autrement dit ne pouvant plus se diviser (Weir et al, 2001).

2.1.5.2 Cellules a

Concernant les cellules alpha, nous avons constaté que la distribution de celles-ci au sein de
I’ilot pancréatique de rats STZ non jelneurs est différente de la distribution ordinaire retrouvée au
niveau de pancréas de rats sains. La destruction des cellules B contribue au déréglement de la
distribution des cellules a. En effet, d’aprés les photos (figure 30), nous constatons que chez les rats
STZ non jelneurs, au lieu que les cellules a soient localisées a la périphérie comme c’est le cas normal
(voir rats témoins), ces derniéres ont une localisation centrale. D’autre part, I’immunoréactivité au
glucagon (figure 33) démontre que le nombre de ces cellules est augmenté chez les rats diabétiques NJ
comparé aux témoins, tous groupes confondus. D’apres 1’étude de Kakkar et al (1998), les cellules
alpha occupent le centre de I’flot déja a la 3*™ semaine suivant I’injection de la STZ. Il est bien établi
que sous les conditions du diabéte de type 1, ’augmentation de la taille et du nombre des cellules a,
ainsi que leur distribution dans 1’lot sont déréglées en raison de la destruction des cellules B. De plus,
en perdant leur bon fonctionnement, les cellules B ne peuvent plus exercer leur influence sur la
régulation du glucagon, ce qui induit potentiellement une augmentation de la glucagonémie. Cette
hyperglucagonémie contribue au développement de I’hyperglycémie et a la recrudescence du diabete
(Kawamori et al, 2010). Enfin, il a été rapporté que I’insuline exerce un effet inhibiteur sur la sécrétion
du glucagon et de ce fait I’insulinopénie, observée durant ce diabéte, contribue donc a I’expansion des
cellules a. Dans leur article, Liu et Habener (2009) rapportent qu’une hyperplasie des cellules a a licu
dans des conditions de déficience en insuline qui résultent du dommage de cellules béta, comme c’est
le cas chez les souris ou singes chez qui on a administré de la STZ ou alors chez des souris diabétiques

NOD.
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2.1.6 Etude histologique du foie

Quelques zones de nécrose ont été observées au niveau des coupes hépatiques des rats STZ
non jetneurs, témoignant d’un début de dégénérescence du foie chez ces rats rendus diabétiques
depuis 6 semaines. La présence d’infiltrat indique de futures zones de dégénérescence. Il a été rapporté
que la streptozotocine, en plus de son effet sur le pancréas, exerce également un effet toxique sur le
foie (Rerup, 1970 ; Weiss, 1982). Ceci laisserait croire que ces changements affectant le foie de ces
rats STZ seraient beaucoup plus attribués a cette substance qu’au diabéte lui-méme. Cependant, 1’effet
toxique de la STZ est transitoire et semble disparaitre 15-30 jours aprés I’injection (Herrman et al,
1999). Ainsi, on pourrait attribuer ces altérations au stress oxydatif qui résulte entre autre de
I’hyperglycémie assez importante et qui contribue donc a cette dégénérescence du foie chez les rats
diabétiques non jedneurs.

La coloration au PAS, permettant de mettre en évidence la présence de muccopolysaccharides
qui dans ce cas est le glycogéne, est plus importante au niveau des coupes hépatiques des rats STZ NJ
par rapport a celles des rats témoins, tous groupes confondus. Cette coloration positive au PAS plus
intense refléte I’accumulation de glycogene dans le foie des rats STZ non jetineurs. Cette accumulation
a également été rapportée par Akinola et al (2010). Ces derniers ont constaté que les hépatocytes de
rats rendus diabétiques depuis 50 jours suite a une injection de STZ, étaient chargés de glycogéne.
L’accumulation de glycogéne dans le foie, appelée hépatopathie glycogénique, est communément
associée au diabéte de type 1 avec un contrble glycémique trés faible (Torbenson et al 2006 ;
Torbenson, 2010). Les patients atteints du diabéte de type 2 peuvent également étre affectés par cette
hépatopathie glycogénique (Torbenson, 2010). Ceci dit, la prévalence de 1’hépatopathie est plus
importante dans le cas du diabete de type 1 que 2. En effet, van den Brand et al (2009) rapportent dans
leur article que cette prévalence est de 95% et de 2% respectivement pour le diabete de type 1 et 2.
Cependant, il est a préciser que tous les patients diabétiques type 1 ne seront pas forcément atteints
d’hépatopathie glycogénique (van den Brand et al, 2009). Il apparait que 1’activité de la glycogéne
synthase et /ou de la glucose-6-phosphatase sont régies par des protéines dont les genes sont
défectueux chez certains patients diabétiques (Ferrer et al, 2003), ce qui contribue donc a

I’accumulation du glycogéne dans le foie.
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En plus de Iaccumulation du glycogene au niveau du cytoplasme des hépatocytes, observée
par microscope photonique, les observations de I’ultrastructure au microscope électronique démontrent
gue les noyaux des hépatocytes sont également chargés en glycogéne (Torbenson et al, 2006 ;
Torbenson, 2010) ; de plus, les mitochondries ont une assez grande taille (Torbenson, 2010). Cette
accumulation du glycogéne dans les hépatocytes est attribuée a un fort taux de glycogénése di a une
surexpression de la glycogene synthase (Akinola et al, 2010). Une déficience en insuline pourrait, a
long terme, étre la cause de la stimulation de I’activité de la glycogéne synthase (Ferrannini et al,
1990). D’autre part, la forte concentration en glucose plasmatique cause un flux de glucose,
indépendant de I’insuline, vers les hépatocytes ou il est phosphorylé et stocké (Van den Brand et al,
2009). L’accumulation du glycogéne a I’intérieur des hépatocytes cause une augmentation du poids du
foie, autrement dit une hépatomégalie (Noorafshan et al, 2005 ; Van den Brand et al, 2009). D’ailleurs,
dans la présente étude on a constaté que le poids des foies des rats STZ, tous groupes confondus,
dépasse celui des rats témoins.

Enfin, les coupes histologiques de foie des rats STZ non jelneurs ne présentent pas de
surcharge lipidique sous forme de gouttelettes lipidiques, comme a été le cas pour les Psammomys
diabétiques. Ceci est probablement di a la durée du diabéte chez ces rats STZ qui était de 6 semaines.
En effet, Certaines études rapportent une accumulation de gouttelettes lipidiques a I’intérieur des
hépatocytes de rats rendus diabétiques a la STZ depuis 12 semaines (Zafer et al, 2009). Enfin, Jiang et
Torok (2008) indiquent que la stéatose hépatique non alcoolique est rare chez les sujets atteints de

diabete de type 1.

2.1.7 Etude histologique et immunohistochimique du rein
L’hyperglycémie favorise la néphropathie de différentes maniéres, en favorisant la formation
de produits avancés de glycation (AGE). Les premiéres incidences de I'hyperglycémie chronique
portent rapidement atteinte a 1’intégrité structurale et fonctionnelle des cellules du mésangium
glomérulaire rénal, qui garantissent ordinairement ’efficacité de la filtration glomérulaire (Geoffrey,
2005). En effet, les cellules mésangiales sont 1’objet d’hyperplasie modérée dans les premiers stades
précédant la glomérulosclérose. Cet état d’hyperplasie s’estompe rapidement au profit d’un retour a la

119



DISCUSSION

guiescence accompagné par une progressive hypertrophie. En effet, selon Young et al (1995), dans le
modeéle diabétique STZ, la présence d'une hyperplasie des cellules mésangiales a été observée des les
4-5 premiers jours aprés l'injection de STZ. D’ailleurs, la figure 37 démontre bien que les cellules
positives au PCNA sont principalement retrouvées dans I’espace tubulointersticiel. Ces résultats
s’accordent avec ceux de Gross et al (2004) qui indiquent que la prolifération cellulaire est largement
plus prononcée au niveau tubulointersticiel qu’au niveau mésangial.

D’autre part, selon Chen et al (2005), I’hypertrophie rénale peut étre détectée déja au premier jour
suivant le début du diabéte et est régulicrement observé 60 h aprés 1’injection de la STZ. 1l a été
rapporté également que 1’hypertrophie rénale induite par le diabéte engendrait une augmentation de la
taille des cellules rénales avec une augmentation concomitante du poids du rein. Cette augmentation
est probablement due a la diminution de la masse fonctionnelle du rein (Kobayashi et Venkatachalam,

1992).

Enfin, il a été constaté une forte présence de cellules Armanni-Ebstein au sein des coupes
rénales de rats STZ non jelneurs. Ce phénotype, qui est une caractéristique morphologique typique au
rein diabétique, est spécialement notable au niveau des tubules proximaux. Le glycogene excrété de
maniére excessive a travers le glomérule est réabsorbé dans le cytoplasme des tubules. Les inclusions
de glycogene sont drainées ce qui résulte en un effet éclaircissant a 1’intérieur des cellules épithéliales

tubulaires (Watanabe and Hotta, 1997) et ainsi ’apparition de ces cellules.

2.2 Jeline intermittent et restriction alimentaire chez Albinos albinos

Cette partie est consacrée a 1’étude de I’effet du jeline intermittent sur des parameétres
biochimiques et organiques chez le rat wistar. Afin de saisir si I’effet du jeiine observé chez les rat
wistar était d0 au jeGine lui-méme ou alors a la restriction alimentaire observée durant la période de
privation alimentaire, une étude comparative entre le jene intermittent et la restriction alimentaire a
été entreprise. Le taux de cette restriction alimentaire a été deduit a partir de celle observée durant la

période de privation alimentaire dans I’expérimentation sur le jeline intermittent (voir méthodologie).
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2.2.1 Consommation alimentaire et poids corporel

La période de jelne intermittent a été fixée entre 17 h et 8 h, ce qui coincide avec la phase
d’alimentation des rats. En effet, les rats consomment entre 85 et 90% de leur nourriture totale durant
la période nocturne (Kalra et al, 1999). Les rats wistar ont une alimentation nocturne qui suit une
distribution bimodale (Armstrong et al, 1978), avec un premier pic enregistré apres le début de la
phase nocturne et un second pic a la fin de cette phase.

Durant le jeline intermittent, les rats wistar témoins ingérent une quantité d’aliment 20%
inférieure a celle ingérée par les témoins non jelneurs. A cet effet, Wan et al (2003) rapportent que les
rongeurs sujets a un jetine ADF diminuent leur prise calorique de 10 a 30%.

Chez les rats STZ jelneurs, la quantité d’aliment diminue de 40% par rapport aux non
jelneurs. Il semble que ce jeline intermittent n’induit pas une augmentation de I’appétit durant la phase
de réalimentation comme c’est le cas du jeline imposé aux rats dans 1’étude de Kalra et al (1991). Ceci
n’est pas étonnant vu que ces rats ont été privés de nourriture durant 3 jours, ce qui a induit une
augmentation remarquable de la sécrétion du peptide NY (Kalra et al, 1991). Dans la présente étude,
il a été constaté que durant les 2 premiers jours de jedne, les rats STZ jelineurs consommaient pendant
la période de réalimentation une quantité légérement inférieure (19,95 = 1,82 g) a la quantité
consommée le reste de 1’expérimentation (26,24 = 0,44 g). Ceci est également le cas chez les rats
témoins jelneurs (11,75 £ 0,97 g) par rapport aux non jedneurs (15,61 £ 0,19 g). Ainsi, les rats soumis
au jeline intermittent augmentent légérement leur consommation aprés les 2 premiers jours de
privation alimentaire ; cependant, la quantité d’aliment ingérée reste inférieure a celle consommée par
les rats non jetineurs, qu’ils soient diabétiques ou non. Ceci n’est pas le cas dans 1’é¢tude d’Anson et al
(2003) citée auparavant. Il apparait donc que la durée de privation alimentaire intermittente n’est pas
suffisante pour induire une sécrétion considérable du peptide NY et donc une augmentation de la

consommation alimentaire durant le je(ine.

Contrairement a 1’étude de Wan et al (2003), qui rapportent une diminution du poids chez les
rats soumis au jene ADF, dans cette étude ni le je(ne ni la restriction calorique semblent induire une
diminution du poids chez les rats témoins soumis aux 2 régimes suscités. Cependant, chez les rats
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diabétiques STZ jelneurs et ceux soumis a la restriction calorique (40%), 1’évolution du poids suit
celle de la consommation alimentaire. Il n’en est pas de méme pour les rats STZ non soumis aux
régimes restrictifs qui malgré 1’augmentation de la quantit¢ d’aliment ingéré, ils observent une
diminution continue de leur poids corporel. Ceci est dii d’une part a la sévérité du diabéte qui induit

une diminution du poids en raison de I’absence d’insuline, hormone lipogénique.

2.2.2 Glycémie et statut insulinique

La glycémie chez les rats STZ jelneurs et les rats STZ CR diminue respectivement d’un
facteur de 0,63 et 0,73 par rapport a la glycémie des rats STZ non jelneurs. La diminution de la
glycémie chez les deux groupes J et CR n’est pas attribuée a I’augmentation de I’insulinémie chez ces
deux groupes de rats. C’est probablement la diminution de I’apport calorique, qu’il soit sous forme de
jeQine intermittent ou de restriction alimentaire, qui est responsable de la diminution de la glycémie.
Dans I’é¢tude de McKibbin et al (1992), la restriction calorique parvient a normaliser 1’hyperglycémie
sans pour autant restaurer 1’insulinopénie. D’ailleurs dans cette étude, la concentration d’insuline
plasmatique n’augmente pas de fagon significative et reste faible chez les rats STZ jelineurs et CR
comparée aux rats témoins. Cependant, il est a préciser que dans I’étude de McKibbin et al (1992), la
restriction calorique représentait 40% de la consommation des rats non diabétiques (témoins) et non
pas 40% de la consommation des rats diabétiques STZ comme a été le cas dans notre étude. Il est donc
normal que la restriction calorique ait pu parvenir a normaliser I’hyperglycémie dans ’é¢tude de
McKibbin et al. Il apparait donc que la diminution de la prise alimentaire observée durant le jelne
intermittent améliore mais ne normalise pas totalement I’hyperglycémie chez les rats diabétiques STZ.
L’effet bénéfique du jeline intermittent se remarque €galement lors du test IPGTT. En effet, il a été
constaté que durant ce test, la glycémie au temps 0 min ainsi que I’AUC total sont diminuées chez les
rats STZ soumis au jetine. De plus et en dépit de 1’absence d’une signification statistique, 1’insuline
plasmatique tend a augmenter chez les rats STZ jelineurs. D’autre part, leur index insulinogénique est
plus élevé et leur index HOMA est plus faible comparés aux rats STZ non jetineurs. Si I’on prend en
considération les moyennes géométriques de la concentration plasmatique en insuline, de 1’index
insulinogénique ainsi que I’inverse de 1’index HOMA, on constate qu’il y a une différence
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significative (p<0,025) entre les rats STZ non jedneurs (100,0 £ 6,9%; n = 15) et jelineurs (164,4 +
29,5%; n = 18). La situation est différente pour les rats STZ soumis a une restriction calorique
puisque, statistiquement parlant, aucun effet bénéfique de cette restriction n’a été observé chez ces

rats particulierement en ce qui concerne le test IPGTT.

2.2.3 Paramétres lipidiques

Le jedne intermittent ainsi que la restriction calorique semblent exercer le méme effet sur le
taux de cholestérol plasmatique aussi bien chez les rats témoins que les rats STZ. Cependant, leur effet
est plus marquant chez les rats STZ. Concernant le taux des triglycérides, le jeGine induit une

diminution plus significative de ces derniers par rapport a la restriction calorique.

Enfin, Pederson et al (1999) ainsi que Trepanowski et al (2011) rapportent que la diminution
sous I’effet du jelne ou de la restriction calorique, du taux de cholestérol ainsi que celui des

triglycérides contribue a la diminution des risques cardiovasculaires.

2.2.4 Paramétres rénaux

La privation alimentaire observée durant le jene entraine un abaissement du taux de
créatinine et d’urée plasmatique. Ce jeline intermittent mimant le mois du Ramadan semble avoir le
méme effet que celui exercé par le jetine ADF. D’ailleurs, Tikoo et al (2007) rapportent que le jeline

intermittent ADF diminue significativement la créatinémie et I’urémie chez des rats STZ.

L’effet de la restriction calorique sur ces paramétres rénaux est comparable a celui du jeline

intermittent.

2.2.5 Etude immunohistochimique du pancréas

I est vrai que la masse cellulaire B n’est pas complétement rétablie par le jeline au point de
recouvrer celle retrouvée chez les témoins; néanmoins, on constate que cette masse cellulaire B est
plus élevée chez les rats STZ jelineurs que chez ceux soumis a la restriction alimentaire. En effet, elle

est respectivement 2,9 et 1,3 fois plus élevée chez les rats STZ jelneurs et CR par rapport aux rats
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STZ non jelneurs. Cette augmentation pourrait étre attribuée a I’hypertrophie des cellules f mais
probablement beaucoup plus a I’augmentation de leur nombre. A cet effet, il a été constaté que la taille
des cellules B au niveau du pancréas des rats STZ J était relativement plus élevée par rapport aux rats
STZ NJ (voir annexe 2) mais que le nombre de ces cellules dépassait largement celui retrouvé chez les
rats STZ NJ. L’augmentation du nombre de cellules B pourrait avoir pour origine la
transdifférenciation des cellules o en cellules B. A cet effet, Liu et Habener (2009) évoquent dans leur
article « review » une expérience ayant pour but I’évaluation de la régénération des ilots chez ces
souris transgéniques injectées avec de la streptozotocine, et dont les résultats démontrent que la
majorité des cellules B nouvellement formées avaient pour origine des cellules ayant sécrétées du
glucagon. Il se peut aussi que la diminution de I’hyperglycémie ait induit une régénération des cellules
B soit a partir des cellules B résiduelles ou alors des précurseurs de cellules B. Selon Grossman et al
(2010), le degré du contrdle glycémique affecte la régénération des cellules B, et que meilleur est le
controle glycémique chez les souris STZ traitées, plus rapide sera la restauration de la masse cellulaire
B et de sa fonction. Il est a préciser que la régénération des cellules B chez la souris STZ est
dépendante du temps (Grossman et al, 2010), ce qui laisserait penser que la masse cellulaire qui a
relativement augmenté sous l’effet du jeline prolongé sur 30 jours, et méme sous [’effet de la
restriction alimentaire, pourrait augmenter davantage si 1’on prolonge le jetine au-dela d’un mois.
Cette hypothése reste a vérifier. Enfin, cette augmentation discréte de la masse cellulaire B est
accompagnée sur le plan plasmatique par une trés modeste augmentation de la sécrétion insulinique.
Inversement & la masse cellulaire B qui est plus élevée chez les rats STZ J et CR, le taux
d’apoptose au niveau des ilots pancréatiques de ces rats est diminué par rapport a celui retrouvé chez
les rats STZ non jelneurs. Il est probable que la modeste réduction de I’hyperglycémie ait contribué a
la diminution du taux d’apoptose chez ces deux groupes. Un controle glucidique, méme réduit, limite
la destruction des cellules B chez les patients atteint du diabéte de type 1. Ceci est probablement en
relation avec le r6le du glucose dans la régulation de ’expression de Fas dans les membranes des

cellules B (Thivolet, 2002).
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2.2.6 Etude hépatique

D’aprés les observations microscopiques, il semble que la nécrose n’est pas présente ou du
moins tres faible chez les rats STZ soumis au jene intermittent ou a la restriction calorique. Il est fort
probable que la réduction de I’hyperglycémie, induite par ces deux paradigmes de diéte, contribue a la
diminution de la nécrose ou alors au ralentissement du développement de Iésions au niveau du foie
chez les rats diabétiques J ou CR. Vu que ces lésions sont probablement attribuées au stress oxydatif et
que celui-ci est étroitement lié a I’hyperglycémie, la diminution de celle-ci aussi bien chez les rats STZ
soumis au je(ne intermittent ou a la restriction alimentaire contribue a la diminution des radicaux
libres contribuant au développement de Iésions inflammatoires au niveau du foie. Selon Tikoo et al
(2007), le jelne intermittent sous forme de 24 h jeline-24 h réalimentation diminue le stress oxydatif
en diminuant la peroxydation lipidique et en augmentant le taux de la superoxyde dismutase.

La relative diminution de I’hyperglycémie se répercute sur le taux de glycogéne au niveau des
foies de rats STZ J et CR. En effet, sur le plan histologique il existe par endroits des zones plus claires,
autrement dit moins réactives au PAS. Ceci refléte la diminution de dépdt de glycogéne au niveau des
hépatocytes des coupes de foie des rats STZ soumis au jedine intermittent ou a la restriction calorique
40%. Cette diminution est perceptible également si I’on prend en considération le poids du foie ou le
ratio poids du foie/poids corporel. Ces deux derniers paramétres pondéraux sont diminués chez les ras
STZ J et CR. Le traitement de 1’hépatopathie glycogénique consiste en 1’amélioration du contrdle
glycémique (van den Brand et al, 2009). En effet, la diminution de I’hyperglycémie sous I’effet du
jetine intermittent diminue relativement I’afflux du glucose vers le foie ce qui résulte en une

diminution de la synthese de glycogéne hépatique.

2.2.7 Etude histologique du rein
L’effet positive du jelne intermittent et de la restriction calorique sur les parameétres
biochimiques rénaux (créatinine te urée) chez les rats STZ, se reflete également sur le plan
morphologique. En effet, on note que le nombre de cellules Armanni-Ebstein au sein des coupes

rénales des rats soumis au jeline et a la restriction calorique, est moindre comparés a celui observés
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chez les rats STZ non je(neurs. Il en est de méme pour I’index PCNA qui est diminué chez les rats

STZ jelneurs et ceux soumis a la restriction calorique comparés aux rats non jedineurs.

L’effet bénéfique du jeline et de la restriction calorique sur le rein est probablement lié a
I’amélioration de I’homéostasie glucidique, elle-méme liée a I’amélioration de la masse cellulaire beta
notamment chez les rats STZJ. A cet effet, une corrélation négative (r = - 0,8497; n=6; p > 0,04) a

été observée entre les valeurs moyennes de I’index PCNA et celles de la masse cellulaire beta.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

CONCLUSION ET PERSPECTIVES.

En s’inspirant du jetine du Ramadan, nous avons tenté d’étudier I’effet du jeline intermittent sur
le métabolisme glucidique et lipidique au cours du diabéte de type 1 et 2. Notre objectif était
d’explorer I’évolution de paramétres biochimiques et organiques, ayant été altérés par les conditions
du diabéte de type 1 ou 2, sous I’effet d’une privation alimentaire intermittente sous forme de cycle

jeGine/réalimentation de 15 h/9 h répétés pendant 30 jours.

Pour atteindre notre objectif, nous avons opté pour l'utilisation de deux modeles animaux
distincts représentant chacun un type de diabéte ; le Psammomys obesus chez qui un diabéte de type 2
a été provoqué par induction nutritionnelle, et le rat wistar (Albinos albinos) rendu diabétique de type

1 par injection de streptozotocine.

Chez le Psammomys obesus, I’induction du diabéte de type 2 démontre 1’importance de la
prédisposition génétique dans la survenue de cette maladie métabolique. En effet, en absence d’un
terrain génétiquement favorable, 1’excés calorique ne suffit pas a induire un diabéte non
insulinodépendant, mais plutdt a provoquer une obésité. D’autre part, il est important de considérer un
aliment non pas sur le plan quantitative mais sur le plan qualitative. Ceci a clairement été démontré
pour I’aliment synthétique utilisé et dont la nature hypercalorique a causé des troubles métaboliques et

ce malgré une quantité ingérée moindre que I’aliment naturel des Psammomys, 1’ Atriplex halimus.

L’exces calorique chez les Psammomys a conduit a 1’altération de 1’homéostasie glucidique qui se
traduit sur le plan plasmatique par une nette augmentation de la glycémie, de ’hémoglobine glyquée et
de I’insulinémie. Sur le plan organique, ’architecture des Tlots pancréatiques est assez atteinte, les

cellules béta perdent une bonne partie de leurs réserves insuliniques.

Cet exceés calorique touche également le métabolisme lipidique. Les taux de triglycérides plasmatiques
et hépatiques sont fortement élevés chez les Psammomys diabétiques mais également chez les
Psammomys obeses. Sur le plan histologique, ceci se traduit par la présence de gouttelettes lipidiques

a I’intérieur des hépatocytes, une des caractéristiques de la NAFLD (non alcoholic fatty liver disease).
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Le diabéte de type 1 induit chez les rats wistar par injection de la streptozotocine, semble avoir
un effet plus délétére sur la glycémie. En effet, celle-ci est largement supérieure a celle enregistrée
chez les Psammomys diabétiques. Les Tlots pancréatiques sont fortement atteints chez les rats STZ,
leur architecture est totalement détruite avec perte considérable de la masse cellulaire béta, ce qui

induit une forte baisse de I’insulinémie et donc une augmentation considérable de la glycémie.

Les parametres lipidiques subissent également une altération qui se traduit par 1’augmentation de la
triglycéridémie et de la cholestérolémie. Cependant, contrairement aux Psammomys diabétiques, chez
les rats STZ 1’augmentation de la triglycéridémie ne se refléte pas sur le plan hépatique par la présence
de gouttelettes lipidiques. Ainsi, le diabéte n’induit pas en soi une stéatose hépatique.
L’insulinorésistance serait la pierre angulaire dans 1’accumulation du gras dans le foie et donc dans la

genese de la NAFLD.

Les reins des rats wistar diabétiques ne sont pas épargnés par 1’effet délétére de I’hyperglycémie. En
effet, il y a atteinte de I’intégrité structurale du rein. Une augmentation de la créatinémie et de I'urémie

témoigne de I’atteinte fonctionnelle de cet organe.

Toutes les altérations observées chez les deux modéles de diabéte, sont relativement
améliorées sous ’effet du jeline intermittent. En effet, de par le suivi de I’évolution de certains
paramétres biochimiques et organiques chez les rats diabétiques soumis au jeline intermittent mimant

celui du Ramadan, nous avons constaté que le métabolisme de ces derniers y répond favorablement.

Le jeGne intermittent normalise la glycémie chez les Psammomys diabétiques. Une
normalisation beaucoup plus attribuée a I’amélioration de la résistance a 1’insuline par le jeline qu’a
I’amélioration de la sécrétion insulinique. En effet, la HOMA reflétant 1’état d’insulinorésistance
diminue sous I’effet de la privation alimentaire intermittente. Cette amélioration de la résistance a
I’insuline se refléte positivement sur le profil lipidique tant sur le plan plasmatique qu’hépatique. En
effet, il apparait que les paramétres lipidiques tels que la triglycéridémie et le taux de triglycérides
hépatiques, dont les taux étaient tres €levés chez les Psammomys non diabétiques et diabétiques

nourris ad libitum, sont affectés positivement par le jeline intermittent. Ces changements positifs du
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profil lipidique induisent une amélioration de la stéatose hépatique et de 1‘architecture histologique du
foie. Ces améliorations sont probablement attribuées a la perte de poids observée durant le je(ne et qui

contribue a I’amélioration de I’insulinorésistance.

Chez les rats Wistar atteints du diabéte assimilé au diabéte de type 1, I’hyperglycémie persiste
méme apres le jelne et la restriction calorique, ceci dit elle reste moins élevée par rapport a celle
retrouvée chez les rats diabétiques non jetneurs. Cette 1égeére amélioration s’accompagne par une
faible augmentation de la masse cellulaire B chez les rats wistar diabétiques soumis au jelne et a la
restriction calorique. Ceci dit la restauration relative des réserves insuliniques par le jeine n’implique
pas forcément une augmentation de la sécrétion d’insuline plasmatique vu que celle-ci reste inchangée
si on la compare aux rats diabétiques non jetineurs. Enfin, I’apoptose au niveau des ilots pancréatiques

de rats wistar diabétiques est plus faible chez ceux soumis au jedine et a la restriction alimentaire.

Ainsi, la réponse métabolique des rats atteints du diabéte de type 1 au jelne semble étre moins
prononcée compares a celle des rats atteints du diabete de type 2. Ceci est fort probablement lié au
degré d’altération des ilots pancréatiques qui vraisemblablement perdent toute capacité anatomique et
fonctionnelle suite a I’induction du diabéte de type 1. Ceci démontre la réversibilité du diabéte de type
2 par rapport au diabéte de type 1. La masse cellulaire B résiduelle, jouerait un réle important dans la
régénération des flots pancréatiques par le jeline intermittent. La diminution de la glycémie chez les
rats wistar diabétiques est probablement liée a d’autres voies que celles induites par I’insuline vu que

la concentration de celle-ci reste inchangée.

Cependant, il est a préciser que chez les rats STZ jelneurs, la masse cellulaire B, quoique tres
faiblement rétablie, a pratiquement triplé sous I’effet du jetine par rapport aux STZ non jelneurs. Il se
pourrait qu’un prolongement de la durée de ce jeline au-dela de 30 jours produise encore un effet plus
remarquable sur la masse cellulaire béta. L’augmentation discréte de la masse cellulaire B n’est pas
accompagnée sur le plan plasmatique par ’augmentation de la sécrétion insulinique. Il semble donc
que la masse cellulaire B doit atteindre un certain seuil pour qu’elle puisse rétablir son efficacité face

aux demandes métaboliques.
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Enfin, notre hypothése sur un effet comparable entre la restriction calorique et le jelne
intermittent a été vérifiée. En effet, les paramétres altérés au cours du diabéte de type 1 subissent une
Iégere amélioration sous ’effet de la restriction calorique. Cependant, on note a travers toute 1’étude
un effet relativement supérieur du jeline intermittent par rapport a I’effet de la restriction calorique,

particulierement sur les Tlots pancréatiques.

Finalement, le jelne intermittent mimant le jelne du Ramadan, en exercant son effet
relativement bénéfique sur les paramétres biochimiques et organiques, susceptibles d’étre altérés sous
les conditions du diabete, contribuerait a la prévention ou du moins au retardement de 1’apparition de

complications liées au diabete.

En perspectives, il serait fort intéressant:

- D’explorer d’autres paramétres biochimiques et hormonaux liés au métabolisme glucidique et
lipidique.

- D’étendre nos recherches sur d’autres organes sensibles au changement de 1’homéostasie
glucidique.

- De pousser nos investigations sur le plan moléculaire pour mieux cerner les mécanismes qui
génerent de telles améliorations notamment sur la régénération des cellules béta chez les
rats STZ.

- En absence d’une restauration de la sécrétion insulinique, la diminution de I’hyperglycémie
chez les rats STZ jelineurs et CR est liée probablement a d’autres acteurs qui restent a
élucider.

- Prolonger la durée du jeline intermittent au-dela de 30 jours, a condition que la période de
privation alimentaire n’excéde pas les 24 heures, ce qui pourrait en comparaison au

paradigme ADF, étre moins contraignants.
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ANNEXE 1

1. Solutions et milieux

Milieu Hanks

Composés Concentration (mM)
NaCl 137

KCI 54

CaCl,.2H,0 1.3

MgSO,.7H,0 0.8

Na;HPO,4.2H,0 0.34

KH,PO,4 0.44

NaHCOg3 (pour mettre a pH) | 4.2

Composition du collect medium (CM)

Solution I: 30 ml (NaCl 448mM et tampon Hepes 40mM, pH=7.4)
Solution 11: 30ml (KCI 20mM NaHCO3; 96mM, MgCl, 4mM)
Solution 111: 30 ml (CaCl, 4mM)

H,O: 30 ml

02 (95%)-C0O2 (5%) pendant 5 minutes

Albumin: 600 mg

pH 7.75

Milieux d’incubation (IM) pour la sécrétion statique d’insuline
IM25 : 25 ml CM + 12.6 mg D-Glucose anhydre (2.8mM)

IMg3 : 25 ml CM + 37.4 mg D-Glucose anhydre (8.3mM)

IM167 : 25 ml CM + 75.2 mg D-Glucose anhydre (16.7mM)

CM
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ABSTRACT

The present series of reports deal with the effects of intermittent fasting on the development of diabetes in sand rats
exposed to a hypercaloric diet. This first report provides relevant background information on such items as biotope, natural food
and capture of the sand rats, as well as a detailed description of the experimental design used to indeed assess the modulation

of this diabetic syndrome by intermittent daily fasting for 15 hours.

KEY WORDS: Sand rats (Psammomys obesus), diabetes, intermittent fasting.

INTRODUCTION

Since the pilot observations reported in 1967-
1968 by Hackel et al. (1), Miki et al. (2) and Malaisse et al.
(3). numerous publications have confirmed the occurrence
of diabetes in sand rats (Psammomys obesus), when
exposed to a standard laboratory chow. The present
series of reports concerns mainly the possible modulation
by intermittent fasting of the metabolic syndrome indeed
developing in the sand rats after transition from a purely
vegetal diet to a hypercaloric one. More precisely, it was
investigated whether an intermittent fasting from 5.00 p.m.
to 8.00 a.m. during each 24 hours period may minimize
and/or delay the occurrence of such a syndrome.

This first report provides information on such
items as the biotope, natural food composition, intake
pattern and modality of capture of the sand rats.

RELEVANT INFORMATION

1. Experimental animal model

Our study concerns a saharian rodent, the sand
rat (Psammomys obesus). This animal model offers the
uncommon advantage of developing a nutrition-induced
diabetes, comparable to type 2 diabetes in human
subjects. When held in captivity and exposed to a
hypercaloric diet, the sand rat indeed develops a metabolic
syndrome, similar to that found in type 2 diabetic subjects
(4). An attractive feature of the sand rat consists in the
fact that its diabetic phenotype reveals itself during the
transition from the hypocaloric diet, found in its natural
habitat, to a synthetic hypercaloric diet. This situation is
reminiscent of the pathogenesis to type 2 diabetes in
human subjects, as may be attributed to their passage to
an occidental way of life characterized by sedentariness
and caloric rich feeding. Hence, the sand rat is often used
as an animal model to further investigate the
physiopathology of type 2 diabetes.

2. Animal description

Psammomys obesus is a saharian rodent of the
muride family, gerbillide sub-family, glire super-order,
myomorphe sub-order (Fig. 1). According to Petter (5),

only one sub-species lives in the algerian saharian
regions, namely the Cretzchmar sub-species. The sand
rat is a rodent with a fawn reddish-brown fur. Its length
ranges between 13 and 16 cm. At the adult age, its body
weight ranges between 80 and 120 g in zones with poorly
abundant vegetation (lgli, Marhoum and B'Chir in Béchar
wilaya), whilst exceeding 125 g in zones with abundant
vegetation (Abadla in Bécher wilaya) (6).

Fig 1: Psammomys obesus.

3. Biotope

Sand rats live in Wadi beds, in sandy or clayey
dips where Chenopodiaceae plants are abundant. Their
repartition is linked to the hydrographic network (5, 7).

It is below the Chenopodiaceae shrubby trees,
halophytic plants rich in water and mineral salts, that the
sand rats groove their burrows over several meter area,
which may reach 6 m perimeter and 1.2 m depth. These
burrows consist of several gallery layers communicating
between themselves through secondary galleries with 4 to
6 access openings. This setting allows both to avoid
beasts of prey and to ensure an aeration microclimate with
constant temperature (25°C) and a high hygrometric
degree (60 to 70 %) (5).
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4. Natural food

Sand rats are phytophagic animals, their natural
food intake consisting exclusively of the stalk and leaves of
salied plants belonging to the Chenopodiaceae family.
These plants are located just above the animal burrow.
Sand rats eat each bush up to exhaustion, then leave it,
and only come back when it eventually developed again.
Sand rats may consume four species of Chenopodiaceae
that they find in their biotope, namely Traganum nudatum,
Salsola faetida, Sueda mollis and Atriplex halimus. We
observed that these four species coexist in the same
biotope.

The sand rats come out of their burrow at
sunrise to cut the stalkk and fresh leaves of
Chenopodiaceae belonging to the bush under which they
live or another bush. In summer, the sand rats only leave
their burrow at the most fresh times of the day, i.e. at down
and twilight. In winter, however, the coming out occurs
later at the most warm hours of the day.

5. Capture of sand rats

Since the reproduction period of sand rats
covers the September to May period with numerous births
in November and March (6) and for climatic reasons,
springtime with temperate climate, more precisely April,
was selected to hunt the sand rats. This allowed to
capture a great number of relatively young animals, which
is optimal for the purpose of our study (see below). Shafrir
et al. (8) indeed reported that a short period between
weaning and transition from the hypocaloric to hypercaloric
diet augments the sensibility to develop diabetes.
Incidentally, weaning in this species takes place one
month after birth (9).

The hunting of the sand rats took place in the
Algerian Sahara, in the Béchar wilaya, in the region of
Abadla (latitude 31° 10" North, longitude 2°4359" West).
It was conducted with the help of hunters from Beni Abbes
(Béchar wilaya), who selected this location because its
vegetation abundance and, hence, high sand rat
population rate.

Taking into account the fact that sand rats leave
their burrow at sunrise, the hunting took place at about 5
am., so that the trap could be placed before the first
coming out of the animal. Having verified that the burrow
is indeed inhabited (presence of fresh trails), the hunters
place the trap, fumnished with fresh leaves of
Chenopodiaceae (usually Traganum nudatum), at the
entrance of the main burrow and closes the secondary
access openings, to impede that the sand rat uses another
opening to pick stalks and leaves. The hunting covers the
all day from dawn to twilight.

6. Research design
6.1. Conditioning period and acclimatization period

Qur investigation involves 52 sand rats, 34
females and 18 males. The restriction imposes by the
limitations encountered during the animal hunting and by a
high mortality rate linked to the transport and captivity
stress did not allow a gender selection. Likewise, in all
prior investigations on sand rats, animals of both genders
were used without mentioning differences of the metabolic
diabetic syndrome between males and females.

After capture, the sand rats are transporied to
Mostaganem in the north-west of Algeria. In the laboratory
(24 + 2°C), they are distributed in cages and fed ad libitum,
during the 3 first days of captivity, with a mixture of
Chenopodiaceae of either desertic (Traganum nudatum
from Abadla) or coastal (Afriplex halmus from
Mostaganem) origin. Thereafter, during a 15-day
acclimatization period, the sand rats are fed solely with
coastal Atriplex. The amount of food offered each day
corresponds to the animal body weight. According to
Petter (5), the daily food intake of male and female sand
rats represents, respectively, 32-61 and 67-88 % of body
weight.  The composition of Afriplex halimus from
Mostaganem coast expressed as weight percent is as

follows: moisture 81.4%, dry matter 18.6%, carbohydrates
1.4%, fat 1.4%, proteins 6.1%, minerals 4.0%. It provides
0.42 kecallg. At the end of this 15-day period and before
introduction of a standard food, the postprandial glycemia
and body weight of each animal are recorded.

The body weight of the animals was used as
criterion to select those sand rats later assigned to receive
the standard food in the perspective of diabetes induction.
The lightest sand rats and, hence, presumably youngest
sand rats were selected for such a purpose. Thus, Shafrir
et al. [8] reported that the probability to develop diabetes in
sand rats decreases with age. Most investigations
conceming diabetes in sand rats were indeed initiated in
young animals, 2 to 3.5 months after birth (10, 11, 12).
Moreover, we observed that the death rate is higher in
sand rats becoming diabetes at on old age than in sand
rats developing diabetes at a younger age.

At the end of this accommodation period, the
sand rats were divided in two groups, a group of 14
animals maintained at the vegetal diet and a group of 38
animals designed to receive the hypercaloric diet.

6.2. Transition period

During the 20 days of the transition period, the
just mentioned 38 sand rats received a mixed diet
containing 20 g per animal and per day of a standard
synthetic chow and decreasing amounts of Atfriplex
representing over 3 successive weeks from 75 % to 50 %
and then to 25 % of their body weight.

The standard chow (SARL La Production Locale,
Bouzéreah, Alger, Algeria) contained (weight percent) 10.3
% moisture, 89.7 % dry matter, 46.0 % carbohydrate, 3.3
% lipid, 19.2 % protein and 5.2 % minerals, with a energy
value of 2.90 keal/g.

Thereafier, ie. from the first day after the
transition period up to the last day of the present
experiments, no Atriplex was anymore present in the diet.
Fig. 2 depicts this dietary schedule. It should be
underlined that the animals fed the diet containing the
synthetic chow were given free access to water containing
MaCl (0.9 %, wiv). According to Schmidt-Nielson (13), this
salt is required to adjust the hydric balance of the sand
rats.

Cenditioning standard chow (20 gidaylanimal)
of Psammomys { l' l' ;
+
Atriplex halimus
100% TS%  SO%  25% 0% sacrifice day
k ik t t 1k t t >
Day 1 1516 n k] B L2 48 5  GSEE
L] P2 P3 P4 ] P& FT P8
Acclimatization paricd Transition period Fasting period
(15 days] [0 days) 130 days|

Fig. 2. How chart of study design.

P1-P8 represent the recording periods of postprandial
glycemia and body weight of Psammomys obesus. During
the transition period, the quantity of Atriplex given to sand
rats is reduced each 7 days by 25% i.e they received only
75% (P1), 50% (P2), 25% (P3) and 0% (P4) comparing to
the quantity given during the acclimafization period
corresponding to 100%. PS5, P6, P7 and P8 correspond
respectively to the end of 1%, 2 3" and 4" week of
fasting.
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The 14 sand rats of the confrol group were
maintained on the vegetal diet and, hence, were not given
access to water, taking into account the moisture content
(81.4 %) of Atriplex.

6.3. Distinction between diabetic and non-diabetic
sand rats

At about 10 a.m. on day 35 (Fig. 2), i.e. at the
end of the transition period, the postprandial glycemia was
measured with a glucometer (Glucotrend 2, Roche
Diagnostics, Meylan, France) in a small blood sample
obtained from the saphenous vein. Nineteen sand rats
considered as non-diabetic, all had a glycemia below 7.0
mM, whilst 19 animals considered as diabetic had a
glycemia equal to or above 8.3 mM. (10, 11, 12)

6.4. Intermittent fasting

During the last 30 days of the present
experiments, 10 control sand rats, 9 non-diabetic sand rats
and 13 diabetic sand rats were given free access to their
respective diet (and, when so required, salty water). They
are referred to as non-fasting animals. The other 4 control
rats, 10 non-diabetic sand rats and 6 diabetic sand rats
were deprived of food and water for 15 hours in each daily
period, i.e. from 5 p.m. to 8 a.m. on the next day. They are
referred to as fasting or intermittently fasting animals.
Incidentally, the sawdust serving as litter was also
removed from the cage during the fasting period to avoid
phytophagic intake of cellulose (14).

At the end of the first, second, third and last
week of this 30-day period, the postprandial glycemia was
measured in the intermittently fasting animals two hours
after reintroduction of food and, if so required, water. An
intraperitoneal glucose tolerance test (15, 16) was
performed in the diabetic and non-diabetic sand rats on the
10", 20™ and 29" day of the last 30 day-period before
sacrifice. In order to allow comparison between non-
fasting and intermittently fasting rats, the former rats were
also deprived of food and water for 15 hours before the
onset of the intraperitoneal glucose tolerance test.

At the end of the present experiments, i.e. one
day after the end of the fasting period, all animals were
anesthetized with ketamine chlorhydrate (Imalgéne® 1000,
Merial, Lyon, France) injected intraperitoneally (1 mlkg
body wt.). After decapitation, blood was collected from the
jugular vein in heparinized or EDTA-containing tubes. The
liver, pancreas and solear muscle were removed and
weighed.

DISCUSSION

Several authors have studied the effect of caloric
restriction on metabolic variables in type 2 diabetic
subjects.  Such a restriction involves either a relative
decrease of food intake, e.g. by regimens restricted in their
carbohydrate (17, 18, 19) or lipid content (20), or otherwise
a total short (21) or prolonged (20) starvation.

In the present study, a prolonged but intermittent
daily fasting of 15 hours was imposed over a period of 30
days. The selection of this protocol takes into account the
two following considerations. First, in their natural habitat,
the sand rats go out their burrow at the end of the day to
catch Chenopodiaceae plants that they consume during
the night. Second we observed, that, in the laboratory,
when the sand rats are given access from 5 p.m. fo 8 am.
to about the same amount of food as that otherwise
offered from 8 a.m. to 5 p.m., they consume virtually all of
it during the might. Our protocol is also comparable to the
daily fasting period during the Ramadan.

In conclusion, the present report provides both
the relevant background information and the detailed
description of the experimental design relative to our
investigations on the modulation by intermittent fasting of
the diabetic syndrome developing in sand rats exposed to
a hypercaloric diet.

ACKNOWLEDGEMENTS

We are grateful to M. Yaich and L. Hassani, the
sand rats huniers for their help.

REFERENCES

1. Hackel DB, Mikat E, Lebovitz HE, Schmidt-Niglsen K,
Horton ES, Kinney TD. The sand rat (Psammomys
obesus) as an experimental animal in studies of
diabetes mellitus. Diabetologia 3:130-134, 1967.

2. Miky E, Like AA, Steinke J, Soeldner JS. Diabetic
syndrome in sand rats. Diabefologia 3:135-139, 1967.

3. Malaisse WJ, Like AA, Malaisse-Lagae F, Gleason
RE, Soeldner JS. Insulin secretion in vitro by the
pancreas of the sand rat (Psammomys obesus).
Diabetes 17, 752-759, 1968.

4. Kalderon B, Gutman A, Levy E, Shafrir E, Adler JH.
Characterization of stages in development of obesity-
diabetes syndrome in sand rat (Psammomys
obesus). Diabetes 35, 717-724, 1986.

5. Petter F. Répartion géographique et écologique des
rongeurs désertiques. Mammalia 25, 1-222.6, 1961.

6. .Gemigon TH. Etudes cytologiques et biochimiques
des variations saisonniéres de I'appareil genital male
d'un rongeur saharien, le rat de sable: Psammomys
obesus. Thése ISN-USTHB, Alger, 1992.

7. Petier F. Subfamily gerbillinae in Meester J, Setzer
HM, eds. The Mammals of Africa. An identification
manuel. Smiths Inst Washington, part 6.3: 1-4, 1975.

8. Shafrir E, Zif E, Kalman R. Mutritionally induced
diabetes in desert rodents as models of type 2
diabetes: Acomys cahirinus (spiny mice) and
Psammomys obesus (desert gerbil). ILAR journal 47,
3:212-222, 2006.

9. Daly M, Daly SOn the feeding ecology of
Psammomys obesus (Rodentia, gerbillidae) in the
Wadi Saoura, Algeria). Mammalia 35,546-561, 1973.

10. Leibowitz G, Yuli M, Donath MY. B- Cell glucotoxicity
in the Psammomys obesus model of type 2 diabetes.
Diabetes 50 (suppl 1):5113-5117, 2001.

11. Kaiser N, Yuli M, Ugkaya G, Oprescu Al, Berthault M,
Kargar C, Donath MY, Cerasi E, Ktorza A. Dynamic
changes in B-cell mass and pancreatic insulin during
the evolution of nutriion-dependent diabetes in
psammomys obesus: Impact of glycemic confrol.
Diabetes 54: 138-145, 2005.

12. Ugkaya G, Delagrange P, Chavanieu A, Grassy G,
Berthault MF, Ktorza A, Cerasi A, Leibowitz G, Kaiser
N. Improvement of metabolic state in an animal
model of nutriion-dependent type 2 diabetes
following treatment with S 23521, a new glucagon-like
peptide 1 (GLP-1) analogue. Journal of
Endocrinology 184: 505-513, 2005.

13. Schmidt-Nielson K. Desert animals. Oxford University
press. pp183-186, 1964,

14. Koceir EHA. Etude du métabolisme glucidique et
lipidique de I'hépatocyte isoclé de rat des sables
(Psammomys obesus) au cours du développement
du syndrome diabétique. Influence nutrtionnelle,
hormonale et pharmacologique. Thése ISN-USTHE,
Alger, 2003.

15. Horio F, Teradaira S, Imamura T, Anunciado BVP,
Kobayashi M, Namikawa T, Niki I. The HND mouse, a
nonobese model of type 2 diabetes mellitus with
impaired insulin secretion. Euwropean Journal of
Endocrinology 153 : 971-979, 2005.

16. Lam PP, Leung YM, Sheu L Ellis J, Tsushima RG,
Osborne LR, Gaisano HY. Transgenic mouse
overexpressing syntaxin-1A as a diabetes model.
Diabetes 54:2744-2754, 2005.

17. Kelley DD, Wing R, Buonocore G, Sturis J, Polonsky
K, Fitzsimmons M. (1993). Relative Effects of Calorie
Restriction and Weight Loss in Noninsulin-Dependent
Diabetes Mellitus. J Clin Endocrinol Metab 77: 1287-
1293, 1993.

Met Funct Res Diab [ISSN 2030-1596] 7



Metabolic and Functional Research on Diabetes (Online) Vol 2: 5-8, 2009

18. Christiansen MP, Linfoot PA, Neese RA, Hellersiein

19.

MK .Effect of Dietary Energy Restriction on Glucose
Production and Substrate Utilization in Type 2
Diabetes. Diabetes 49:1691-1699, 2000.

Kirk JK, Graves DE, Craven TE, Lipkin EW, Austin M,
Margolis KL. Restricted-carbohydrate diets in patients
with type 2 diabetes: A meta-analysis. J Am Diet
Assoc 108: 91-100, 2008.

20. Weigle DS, Duell PB, Connor WE, Steiner RA,

21,

Soules MR, Kuijper JL. Effect of Fasting-Refeeding,
and Dietary Fat Restriction on Plasma Lepfin Levels.
J Clin Endocrinol Metab 82: 561-565, 1997.

Qishi K, Ohkura M. Matsuda J. Ishida N. Food
deprivation induces adipose plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1) expression without accumulation of
plasma PAI-1 in genetically obese and diabetic db'db
mice. Thromb Haemost 98: 864—870, 2007.

Cormresponding author: Prof. W J Malaisse, Laboratory of Experimental Hormonology, Université Libre de Bruxelles ULB, 808

Route de Lennik, B-1070 Brussels, Belgium, Fax +32-2-5556356

E-mail:malaisse@ulb.ac.be

Met Funct Res Diab [ISSN 2030-1596] 8



INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR MEDICINE 26: 759-765, 2010

Intermittent fasting modulation of the diabetic
syndrome in sand rats. II. In vivo investigations

LOUIZA BELKACEMI', GHALEM SELSELET-ATTOU!, KARIM LOUCHAME,
ABDULLAH SENER? and WILLY J. MALAISSE?

'L aboratoire de Technologie Alimentaire et Nutrition, Université de Mostaganem, Mostaganem, Algeria;

2T_.ab(';ralory of Experimental Hormonology, Université Libre de Bruxelles, Brussels, Belgium

Received July 14, 2010; Accepted August 16,2010

DOT: 10.3892/ijmm_00000523

Abstract. This study deals with the effects of daily inter-
mittent fasting for 15 h upon the development of diabetes in
sand rats exposed to a hypercaloric diet. The same pattern of
daily intermittent fasting was imposed on sand rats maintained
on a purely vegetal diet (control animals). Over the last 30
days of the present experiments, non-fasting animals gained
weight, whilst intermittently fasting sand rats lost weight. In
this respect, there was no significant difference between control
animals and either diabetic or non-diabetic sand rats exposed
to the hypercaloric diet. The postprandial glycemia remained
fairly stable in the control animals. During a 3-week transition
period from a purely vegetal to a hypercaloric diet, the post-
prandial glycemia increased by 5.95+1.26 mM (n=6) in
diabetic sand rats, as distinct from an increase of only
0.45+0.56 mM (n=6) in the non-diabetic animals. During the
intermittent fasting period, the postprandial glycemia
decreased significantly in the diabetic animals, but not so in
the non-diabetic sand rats. Before the switch in food intake,
the peak glycemia at the 30th min of an intraperitoneal
glucose tolerance test was already higher in the diabetic than
non-diabetic rats. In both the non-diabetic and diabetic sand
rats, intermittent fasting prevented the progressive deterioration
of glucose tolerance otherwise observed in non-fasting
animals. These findings reveal that, at least in sand rats,
intermittent daily fasting prevents the progressive deterioration
of glucose tolerance otherwise taking place when these
animals are exposed to a hypercaloric diet.

Introduction

Overabundant food intake with chronic positive energy balance
leads to metabolic disorders such as obesity and type 2
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diabetes. Chronic moderate reduction in energy intake results
in the opposite effects, namely increased insulin sensitivity
and improved glucose homeostasis (1-3). In fact, caloric
restriction is considered as a common treatment for obesity,
insulin resistance and type 2 diabetes (4).

The caloric restriction may occur in different manner,
either a relative decrease of food intake, e.g. by regimens
restricted in their carbohydrate (5-7) or lipid content (8), or
otherwise a total short (9,10) or prolonged (8) fasting.

In this study, we explored another modality of caloric
restriction consisting in a daily intermittent fasting for 15 h, ie.
from 5 p.m. to 8 a.m., over a period of 30 days. To study this,
we exploited a desert gerbil, Psammomys obesus in which the
diabetes syndrome is similar to that found in type 2 diabetic
human patients (11). Sand rats were indeed selected for the
present investigations because they represent the most
appropriate animal model for induction of diabetes as a result
of exposure to a diet of increased caloric value.

In the first report in this series, we dealt mainly with such
items as the biotope and type of vegetal diet of sand rats
(Psammomys obesus) in their desertic habitat, as well as
capture modalities, emphasis being placed on the daily pattern
of food intake by these animals in their natural environment
(12). Taking such a pattern into consideration, the major aim
of the present study was to explore the possible effects of
daily intermittent fasting for 15 h, i.e. from 5 p.m. to 8 am.,
upon the time-related changes in body weight and glucose
tolerance provoked in sand rats by the transition from a purely
vegetal diet to a hypercaloric one.

Materials and methods

The design of the present experiments was already described
in details in a prior report (12). Briefly, 52 sand rats were
captured in April in the region of Abadla (Béchar Wilaya,
Algeria) and transported to the Laboratory (Mostaganem
University, Algeria). After 15 days of acclimatization, during
which the sand rats had only access to a vegetal diet of
Chenopodiaceae, and during a subsequent 20-day transition
period, the 14 heavier (and presumably oldest) sand rats were
maintained on the same vegetal diet (control animals) whilst
the other 38 rats were given access to salty water and a mixed
diet composed to 20 g per animal and per day of a standard
laboratory chow, with an energetic value of 2.90 keal/g, and
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Table I. Flow chart of study design.
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Capture of rats (n=52)

Conditioning period: fed ad libitum a vegetal diet for 3 days (n=52)

Acclimatization period: fed a vegetal diet (representing 100% of body wt.) for 15 days (n=52)

Selection of control versus non-diabetic or diabetic sand rats
Heaviest sand rats (n=14) Lightest sand rats (n=38)
(Control sand rats)

(Non-diabetic and diabetic sand rats)

Transition period: 20 days starting at end of acclimatization period

Maintained at vegetal diet
(100% body wt. for 3 weeks)

First week: 20 g chow + vegetal diet (75% body wt.)
Second week: 20 g chow + vegetal diet (50% body wt.)

Third week: 20 g chow + vegetal diet (25% body wt.)

Last day of transition period: postprandial glycemia
Glycemia <0.7 mM (n=19) Glycemia >8.3 mM (n=19)
(Non-diabetic sand rats) (Diabetic sand rats)

Non-fasting versus intermittent fasting period: last 30 days of present experiments

Non-fasting control rats (n=10)
Fasting control rats (n=4)

Fed vegetal diet Fed chow diet

Non-fasting non-diabetic rats (n=9)
Fasting non-diabetic rats (n=10)

Non-fasting diabetic rats (n=13)
Fasting diabetic rats (n=6)

decreasing amounts of the vegetal diet, with an energetic
value of 0.42 kcal/g, the latter amounts representing 75%
(first week), 50% (second week) and 25% (third week) of the
animal body weight, instead of 100% of the body weight
during the acclimatization period (Table T). Based on the
measurement of postprandial glycemia, these 38 sand rats
were then divided in two groups of 19 animals each referred
to as either non-diabetic (glycemia <7.0 mM) or diabetic
(>8.3 mM). During the last 30 days of the present experi-
ments, the animals were given access to either the vegetal
diet (control animals) or hypercaloric diet (diabetic and
non-diabetic rats), some of the sand rats in each group
undergoing intermittent daily fasting from 5 p.m. to 8§ am.
the next day. In the intermittently fasting rats, the postprandial
glycemia was measured 2 h after reintroduction of food and, if
so required salty water, at 8 a.m. An intraperitoneal glucose
tolerance test was performed in the fasting or non-fasting
diabetic and non-diabetic sand rats at the 10th, 20th and 29th
of the last 30 day period. For purpose of comparison with the
fasting animals, the non-fasting sand rats were also deprived
of food from 5 p.m. on the day before. After a 15 h of fasting,
blood samples were collected from the saphaneous vein (0 min
sample). Then, a 20% solution of glucose (2 gkg body weight)
was injected intraperitoneally, followed by blood sampling at
30 and 120 min after the injection. The body weight and
postprandial glycemia, measured with a glucometer in a
blood sample obtained from the saphenous vein, were recorded
at times indicated in the text and figure. During the last 4 weeks
of the present experiments, the food intake was measured
every day.

All results are presented as mean values (+ SEM) together
with either the number of individual observations (n) or
degree of freedom (df). The statistical significance of
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Figure 1. Upper panel: time course for the changes in postprandial glycemia
in intermittently fasting control sand rats. Mean values (+ SEM) refer to 4
animals at each time point. Lower panel: time course for the changes in
body weight during the fasting or non-fasting period in control sand rats. At
week 4, the mean absolute value (+ SEM) refer to 8 animals. At weeks 5 to
8, the results (mean + SEM) refer to 4 animals and correspond to the paired
changes above (non-fasting animals; open circles) or below (fasting animals;
closed circles) the measurement made at week 4.
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Figure 2. Time course for the changes in body weight during the transition period (week 1 to week 4) and fasting (or non-fasting) period (week 4 o week &)

in non-diabetic and diabetic sand rats. Mean absolute values (+ SEM) refer to 19 rats from week 1 to week 4. The results from week 5 to week 8 refer to the
mean valies (+ SEM) for 6-13 animals and comrespond to the paired changes above (non-fasting animals; open circles) or below (fasting animals; closed

circles) the measurement made at week 4.

differences between mean values was assessed by use of
Student's t-test.

Results

Time course of changes in body weight. During the 3-week
transition period, the change in body weight failed to differ
significantly (df=34; p>0.1) in diabetic and non-diabetic rats.
It consisted in a gain of 15.542.6 g (n=38), representing a
17.942.7% (p<0.001) increase in body weight relative to the
value recorded at the onset of the transition period.

At the end of this transition period, the mean body weight
also failed to differ significantly (p>0.8) in diabetic rats
(107 4+7.9 g: n=19) and non-diabetic rats (105.5£5.3 g
n=19). These values remained somewhat lower, albeit no
more significantly so, from that recorded at the same time in
the control rats (120.0+8.6 g: n=8). When these control rats
were further examined over the ensuing 4 weeks, their body
weight increased by 18.842.4 ¢ (n=4; p<0.005), representing
a 17.2+1.6% increase relative to the value measured at the
onset of this 4-week period. The intermittently fasting control
rats, however, lost 200474 g (n=4) over the same period,
this representing a 15.3+4.6% (p<0.05) relative decrease.
Neither the gain in body weight recorded in the non-fasting
control rats (+18.8+2.4 ¢), nor the fall in body weight
observed in the fasting control rats (-20.0+7.4 g) were
significantly different (p>0.7 or more) from the comresponding
mean values found in the diabetic and non-diabetic rats, i.e.
+21.1+2.8 g (n=22) and -18.4+6 4 ¢ (n=16) in non-fasting
and fasting animals, respectively. The pattern of changes in
body weight observed in the control animals over the four
weeks preceding sacrifice is illustrated in Fig. 1.

Over the last 30 days of the present experiments, the non-
fasting diabetic rats gained 19.2+3.5 g body wt. (n=13;

p<0.001); this representing a 21.7+3.7% (n=13) relative
increase over the value recorded at the onset of the same
period. In the fasting diabetic rats, the situation was quite
different (p<0.001) with a mean fall in body wt. of 2424114 g
(n=6: p<0.09), corresponding to a 15.0+72% relative decrease
(p<0.1).

A comparable situation prevailed in the non-diabetic rats.
Indeed, the non-fasting non-diabetic rats gained 239445 ¢
(n=9: p<0.001) over the same period of 30 days, this
representing a 22.3+3 4% (n=9) relative increase. The fasting
non-diabetic rats lost 15.0+£7.9 ¢ (n=10; p<0.1), this
comresponding to an 11.6+7.1% relative decrease (p>0.1).
None of these values differed significantly from those recorded
in diabetic rats. Fig. 2 illustrates the results collected in both
the non-diabetic and diabetic rats.

Food intake. The mean values for food intake, as derived
from daily measurements during each successive weeks of
the non-fasting or intermittent fasting period, are listed in
Table II. In the non-fasting control animals, it averaged
82.3+9.5 g/day per rat, corresponding to a caloric intake of
34.6+4.0 kcal/day per rat. In the non-fasting non-diabetic
and diabetic animals, respectively, it averaged 16.6+0.6 and
16.3+0.6 g/day per rat, corresponding to a caloric intake
close to 47.7+1.7 keal/day per rat. Such a caloric intake thus
appeared somewhat higher (p<0.02) in the animals fed the
chow diet as distinct from vegetal diet.

When the latter animals underwent intermittent fasting,
the decrease in food intake (p<0.004) from §2.3+9.5 to
33.5+6.3 g/day was commensurate with the length of the
fasting period (15 h/24 h), i.e. an expected decrease in food
intake from 82.3+9.5 to 30.9+0.6 g/day. However, when the
non-diabetic or diabetic animals underwent intermittent fasting
the decrease in food intake (p<0.001) from 16.4+0.4 g/day to
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Table I1. Food intake.
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Rats Week 5 Week 6 Week 7 Week 8
Non-fasting control (n=6) 87.349 5 804492 T9.5+8.0 81.9+11.3
Fasting control (n=4) 34 .646.7 338479 327452 33.0+52
Non-fasting non-diabetic (n=6) 15940.7 16.6+0.6 16.9+0.5 16.8+0.6
Fasting non-diabetic (n=6) 11.740.5 10.0+0.6 9.8+0.5 9.4+0.7
Non-fasting diabetic (n=6) 15.840.5 16.3+0.5 16.6+0.6 16.6+0.7
Fasting diabetic (n=6) 10.3+1.3 9.5+0.8 9.7+0.5 9.4+0.7

*All results are expressed as g/day per rat.
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Figure 3. Time-related changes in the postprandial glycemia of fasting
diabetic (closed circles and solid line) and non-diabetic (open circles and
dashed line) sand rats. Mean values (+ SEM) are derived from 6 individual
observations at each time point. The horizontal lines (weeks 6 to &) refer to
the mean values during the last 2 weeks of the intermittent fasting period.

10.0+£0.5 g/day (n=12 in both cases) was less pronounced
(p<0.001) than that theoretically calculated from the length
of the fasting period, i.e. an expected decrease in food intake
down to 6.3+0.1 g/day. Nevertheless, when the intermittent
fasting-induced decrease in food intake was converted to a
decrease in caloric intake, no significant difference was
anymore observed between control animals (48.8+12.9 g x
042 keal/g = 20.5+5.4 kcal), and non-diabetic or diabetic
animals (6 4206 g x 2.90 kcal/g = 18.621.7 kcal). This
coincides with the fact that the changes in body weight in
non-fasting versus fasting animals are also comparable in
control animals and non-diabetic or diabetic animals.

The comparison between food intake and changes in body
weight allows to rule out, in the fasting rats, any increase in

caloric expenditure, as could otherwise conceivably be
attributed to the stress and anxiety caused by intermittent
fasting. For instance, in the fasting control rats, the sum of
caloric intake (14.1 keal/day) and estimated caloric generation
attributable to the daily decrease (0.71 g) in body weight
(assuming mainly a loss of fat,ie. 0.71 g times 7 kecal/g or
5.0 kcal/day) would imply a caloric expenditure close to
19.1 keal/day. In the non-fasting control rats, the difference
between caloric intake (34.6 kcal/day) and postulated caloric
expenditure (if indeed comparable to that of fasting animals)
would corresponding to a daily gain of 15.5 kcal/day or,
relative to the daily gain in body weight (0.67 g/day), to an
unrealistic caloric investment of 23.1 keal/g to cover the gain
in body weight. In turn, this implies that the caloric expenditure
was higher in non-fasting sand rats than the intermittently
fasting animal. For instance, if it were postulated that the gain
in body weight in non-fasting animals correspond mainly to
an increase in adipose tissue mass, the caloric expenditure
would comrespond to the difference between caloric intake
(34.6 keal/day) and postulated caloric investment (0.67 g/day
times 7 keal/g or 4.7 keal/day), i.e. 29.9 keal/g. The caloric
expenditure would then appear about one third lower in
fasting than in non-fasting control sand rats.

Postprandial glycemia. The postprandial glycemia was
measured in the intermittently fasting control animals 2 h
after allowing them again access to food at 8.00 a.m. Before
the intermittent fasting period, it averaged 3.63+0.45 mM
(n=4). As illustrated in Fig. 1 (upper panel), it then remained
fairly stable. Even after 4 weeks of intermittent fasting, it was
only 0.74+0.30 mM lower (n=4; p<0.1) than that measured at
the onset of this fasting period.

A different situation prevailed in the non-diabetic and
diabetic fasting animals. Just before the switch in food
intake, the postprandial glycemia was already somewhat
lower, albeit not significantly so (p<0.1) in non-diabetic rats
(3.61+0.49 mM; n=6) than in diabetic ones (4.68+0.15 mM;
n=6). Such a difference became more pronounced (p<0.06) 2
weeks after the switch in food intake with mean values of
3.7540.58 mM (n=6) in non-diabetic rats and 5.59+0.60 mM
(n=6) in diabetic rats (Fig. 3). It became highly significant
(p<0.001) 3 weeks after the switch, at which time all measure-
ments in the diabetic rats exceeded 8.3 mM (10.63+1.22 mM;
n=6), whilst averaging no more than 4.0640.41 mM (n=6) in
the non-diabetic rats. As a matter of fact, over this 3-week
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Figure 4. Pattern of changed in glycemia during intraperitoneal ghicose
tolerance tests conducted in either non-diabetic (open circles and dashed
line) or diabetic (closed circles and solid line) sand rats examined before the
switch in food intake (left) and at the end of the non-fasting (middle) or
intermittent fasting (right) period. Mean values (+ SEM) refer to 12 rats
before the switch and 5 animals thereafter.

transition period, the postprandial glycemia increased by
5.95+1.26 mM (n=6) in the diabetic rats, as compared
(p<0.005) to an increase of only 0.4540.56 mM (n=6; p>0.4)
in the non-diabetic rats (Fig. 3).

A comparable situation was observed over the same
3-week transition period in the non-fasting rats, in which the
postprandial glycemia averaged before the switch in food
intake and at the end of the transition period, respectively,
3.51+0.26 and 4.9640.39 mM in the non-diabetic rats (n=9)
and 3.97+0.19 mM and 11.70+0.92 mM in the diabetic rats
(n=13). Pooling all available data, the postprandial glycemia
was thus significantly higher (p<0.03) in diabetic rats
(4.1940.16 mM; n=19) than in non-diabetic rats (3.5540.24 mM;
n=15) already before the switch in food intake.

During the intermittent fasting period, the postprandial
glycemia failed to decrease significantly in the non-diabetic
rats, with a mean weekly fall averaging 0.09+0.39 mM (n=24;
p=>0.8). In the fasting diabetic rats, however, such a weekly
fall averaged 1.5340.58 mM (n=24: p<0.02). As documented
in Fig. 3, such a decrease of postprandial glycemia in the
diabetic rats was most pronounced during the first week of
intermittent fasting when it averaged 545+1.11 mM (n=6).
The data illustrated in Fig. 3 also indicate that over the last
two weeks of the intermittent fasting period the mean post-
prandial glycemia remained significantly higher (p<0.005) in
diabetic rats (4.67+0.21 mM; n=18) than in non-diabetic rats
(3.4440 30 mM; n=18).
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Intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT). As expected,
before the switch in food intake, the IPGTT yielded virtually
identical results in rats later assigned to a non-fasting or
intermittently fasting schedule. Already at this early stage,
however, the results of the IPGTT differed in rats later
allocated to the non-diabetic and diabetic group (Fig. 4).
Indeed, whilst the zero and 120th min of the test yielded in
the diabetic rats mean values slightly but not significantly
higher than those recorded in the non-diabetic rats, the peak
glycemia at the 30th min was much higher (p<0.003) in
diabetic rats (11.80+0.89 mM; n=12) than in non-diabetic
rats (8.38+0.39 mM; n=12).

During the non-fasting or intermittently fasting period,
the situation also differed in non-diabetic and diabetic animals.
In the non-fasting non-diabetic rats, a progressive deterioration
of glucose tolerance was observed (n=6). The area under the
curve indeed increase (p<0.005) from 732.9+42.5 mM.min
before the switch in food intake to 1008.5459.3 mM.min
(n=6) at the end of the non-fasting period. Moreover, there
was a highly significant positive correlation (r= +05172: n=24;
p<0.01) between the individual values for such an area and
the ranking (1 to 4) of the test day (before the switch in food
intake and 10, 20 or 29 days after the onset of the non-fasting
period). Such a deterioration failed to occur in the intermittently
fasting non-diabetic animals, in which the area under the
curve was no more higher at the end of the intermittent fasting
period (689.3+54.1 mM .min; n=6) than before the switch in
food intake (745.1439.6 mM.min; n=6). As a matter of fact,
in these fasting non-diabetic rats, the correlation coefficient
between the individual values for the area under the curve
and the ranking of the test day now yielded a negative value
(r= -0.2882; n=24), which failed however to achieve
statistical significance (p=0.1). In other words, after 20 to 29
days of intermittent fasting, the area under the curve during
the IPGTT represented no more than 57.6+4 4% (n=12;
p<0.001) of the mean corresponding values found at the
same time in the non-fasting non-diabetic rats (100.0+6.5%:
n=12).

In the non-fasting animals, the deterioration of glucose
tolerance was more rapid in diabetic than in non-diabetic
rats. First and as alluded to above, the area under the curve
during the IPGTT was already higher (p<0.005) in diabetic
rats (954.8+60.6 mM.min; n=12) than in non-diabetic
animals (739.0+£27.8 mM.min; n=12) before the switch in
food intake. Second, in the non-fasting diabetic rats it
increased (p<0.025) from 967.2+113.4 mM.min (n=6) before
the switch in food intake to 1494.3+155.2 mM .min (n=6) at
the 10th day of the non-fasting period, whilst no significant
change (p>0.8) was recorded over the same length of time
in the non-fasting non-diabetic rats (732.9+42.5 mM.min
versus 757.2496.2 mM .min; n=6 in both cases). Last,
whilst, in the latter animals, a later increase (p<0.03) to
1036.6+68.5 mM.min (n=12) was recorded 20 and 29 days
after the onset of the non-fasting period, such was not the
case in the non-fasting diabetic rats, in which the mean value
reached at day 10 (1494 .3+155.2 mM.min; n=6) failed to
differ significantly (p>0.4) from that recorded at days 20 and
29 (1664.0+128.9 mM.min; n=12). In the intermittently fasting
diabetic rats, the area under the curve of the IPGTT failed to
differ significantly before the switch in food intake and at
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Figure 5. Area under the curve (AUC) during intraperitoneal glucose
tolerance tests conducted in either non-fasting (open circles and solid line)
or intermittently fasting (closed circle and dotted line) non-diabetic (left)
and diabetic (right) sand rats examined before the switch in food intake (BS)
at the 10th, 20th and 29th day (F1, F2 and F3) of the fasting (or non-fasting)
period. Mean values (+ SEM) refer to 6 individual observations at each time
point. The oblique lines corresponding to the regression lines.

any time during the fasting period (Fig. 5). Such an area was
lower in the fasting diabetic rats than in the non-fasting
diabetic rats, whether during the first (p<0.03) or last (p<0.001)
IPGTT performed during this period.

Discussion

An excess intake of calories favours the development of such
diseases as obesity and type 2 diabetes. Inversely, an
alimentary restriction may protect against these diseases. For
instance, in rats and mice, a decrease by 30 to 40% of daily
food intake or the alteration between 24 h of fasting followed
by 24 h of refeeding were found efficient in such a perspective
(9.,13).

The present results clearly indicate that a third approach,
i.e. a daily intermittent fasting for 15 h over a period of 30 days
opposes the development of glucose intolerance or frank
diabetes in sand rats otherwise exposed to a hypercaloric diet.

Several factors could conceivably participate in such a
beneficial effect. The first and major factor consists in the
lower caloric intake in intermittently fasting sand rats as
compared to non-fasting animals. It could be speculated,
however, that fasting and non-fasting animals also differ
from one another in their caloric expenditure, e.g. as resulting
from the stress and anxiety caused by intermittent fasting.
Several findings argue against the latter hypothesis. First, the
comparison between food intake and changes in body weight
clearly indicates that the caloric expenditure is not higher,
but actually lower, in fasting than in non-fasting sand rats.
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Second, while the sand rats, when first in captivity, exhibited
stress by scraping and gnawing their cages, no obvious
difference in behaviour was later recorded during the fasting
versus non-fasting period. At the most, the fasting rats gave
the impression of some tiredness in the morning, before
being again given access to food. Third, in their natural
biotope, the sand rats are considered as diurnal animals (12).
Hence, the food deprivation in the intermittently fasting
animals took place during the presumably resting part of their
physiological activity cycle. It should not be ruled out,
however, that, in their natural biotope, the sand rats remain
also somewhat active at night in their burrows (12).

Our study also confirms that, in sand rats, the switch from
a purely vegetal diet to a hypercaloric one may either result
in overt diabetes or fail to increase significantly postprandial
glycemia (14). This difference in the response to the hyper-
caloric diet is currently attributed to the genetic background,
with the existence of two distinct lineages of sand rats,
i.e. diabetes prone and diabetes resistant animals (15,16).
The latter proposal is consistent with the present finding
that, before the switch in food intake from the vegetal to
hypercaloric diet, the postprandial glycemia was already
higher (p<0.03) in sand rats later identified as diabetic
(4.19+0.16 mM: n=19) than in the animals later considered
as non-diabetic (3.55+0.24 mM; n=19). Likewise, before the
switch in food intake, the area under the glycemic curve
during an intraperitoneal glucose tolerance test was already
higher (p<0.005) in the sand rats that eventually developed
diabetes (954 .8+60.6 mM.min; n=12) than in those who
failed to do so (739.0+£27.8 mM .min; n=12).

At variance with some other studies, in which the sand
rats became diabetic after only 5 days exposure to a hyper-
caloric diet (16-18), the development of diabetes was more
slow in the present study. Thus, as judged from either the
difference between diabetic and non-diabetic sand rats at
each time point or the changes recorded during the transition
period in the diabetic animals, a significant increase of
postprandial glycemia in the latter animals was only recorded
21 days after introduction of the hypercaloric diet, whilst still
failing to achieve statistical significance 14 days after such
an introduction. These two distinct time-related patterns in
the development of diabetes may well be related to the fact
that, in the present study but not so in the previous ones, the
switch from the vegetal to hypercaloric diet was progressive
over a 3-week transition period, instead of being immediate.

During such a transition period, no significant difference
was found in terms of body weight between diabetic and
non-diabetic sand rats. Such was also the case during the
later 30-days non-fasting or intermittent fasting period. In
both diabetic and non-diabetic sand rats, as well as in control
animals, the intermittent fasting provoked a sizeable decrease
in body weight, contrasting with the further gain in body
weight recorded in the non-fasting sand rats. This decrease
of body weight coincides, in both fasting diabetic and non-
diabetic sand rats, with a loss of visceral fat mass observed at
sacrifice (unpublished observation).

The reduction in body weight, especially in adiposity, is
associated with improvement in glucose tolerance (19) and
insulin action (3,5). In our study, this improvement of glucose
tolerance was reflected both by a reduced area under the
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glucose curve during the IPGTT in the fasting groups com-
pared to the non-fasting ones and by a reduced postprandial
glycemia which reached values comparable to those recorded
before the switch period i.e., before the development of
diabetes. The decrease in body weight observed in the inter-
mittent fasting rats and resulting from a lesser food intake,
may indeed contribute to the improvement of glucose
tolerance, e.g. through a correction of insulin resistance
(6,20-22). Such a change in insulin resistance was indeed
observed in the present study at sacrifice (unpublished
observation).

It cannot be ignored, however, that fasting does not
always result in a body weight loss. For instance, in the
investigations conducted by Ason et al (9) in mice submitted
to an alternate day fasting, the food intake on the day
following fasting was comparable to that consumed in two
days by the non-fasting mice fed ad libitum. In human
subjects, such an alternate day fasting schedule is uneasy to
be respected over a long period because of the discouraging
hunger feeling (23). Obese subjects even refuse to follow
such a schedule. The results of this study, inspired by the
daily fasting period during the Ramadan (12), indicate that,
under the present experimental conditions, the food intake
remained lower in intermittently fasting animals than in non-
fasting rats, suggesting that the frustration during the fasting
period did not result in a compensatory excessive food intake
during the subsequent non-fasting period of the day.

To our knowledge, it remains to be investigated whether a
comparable feeding pattern may prove to be acceptable and
efficient in human subjects, e g. in the perspective of restoring
normal body weight in obese subjects.
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Abstract. The present report concerns several post-mortem
variables examined in sand rats that were either maintained
on a vegetal diet (control animals) or exposed first during a
20-day transition period to a mixed diet consisting of a fixed
amount of a hypercaloric food and decreasing amounts of the
vegetal food and then to a 30-day experimental period of
exposure to the hypercaloric food. During the latter period,
all animals were either given free access to food or fasting
daily for 15 h, i.e. from 5.00 p.m. to 8.00 am. The body
weight, liver wet weight, pancreas wet weight, plasma
glucose and haemoglobin Alc concentration, plasma insulin
concentration, insulinogenic index, insulin resistance HOMA,
plasma cholesterol and triglyceride concentration, liver
triglyceride and phospholipid content were all measured.
Pancreatic islet (insulin, GLUT2) and liver (lipid droplets)
histology were also examined. The main findings consisted
in a lower body weight of fasting than non-fasting animals, a
higher liver weight in non-diabetic and diabetic rats than in
control non-fasting (but not so in fasting) animals, a decrease
of pancreas weight in non-diabetic and diabetic as distinct
from control animals, a fasting-induced decrease in plasma
glucose, plasma insulin and insulin resistance HOMA, plasma
cholesterol and triglyceride concentration and triglyceride
liver content.

Introduction
Food excess and sedentary behaviour, characterizing modern

society, cause many metabolic disturbances, especially in
glucose and lipid homeostasis. These metabolic disorders
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participate to the development of insulin resistance in target
organs. For instance, the liver accumulation of triglycerides
resulting from high energy food intake is known to be
associated with hepatic insulin resistance (1). The development
of insulin resistance may also eventually lead to deterioration
of insulin secretion, for instance as a result of pancreas
exhaustion. The combination of these two disturbances results
in type 2 diabetes or the metabolic syndrome, i.e. major
metabolic diseases besides obesity.

Correction of feeding behaviour by decreasing food intake
could have an opposite effect and could improve insulin
resistance and/or insulin secretion, and consequently delay
the consequences of perturbations in these variables.

The major aim of the present series of reports is to explore
the possible effects of a daily intermittent fasting for 15 h, i.e.
from 5 p.m. to 8 am., upon the development of the diabetic
syndrome provoked, in sand rats, by the transition from a
vegetal diet to a hypercaloric one. In the first report, attention
was drawn to such items as the biotope and type of vegetal
diet of the sand rats (Psammomys obesus) in their desertic
habitat, with emphasis on the daily pattern of food intake by
these animals in their natural environment (2). The second
report concerned mainly the time-related changes in body
weight, postprandial glycemia and glucose tolerance provoked
in the sand rats by the transition from the purely vegetal diet to
the hypercaloric diet and the comparison between non-fasting
and intermittently fasting animals during a further 30-day
period of exposure to the hypercaloric diet (3). The present
report deals with several variables examined when the animals
were sacrified at the end of the latter period.

Materials and methods

The design of the present experiments conducted in 52 sand
rats, up to the time of sacrifice, was already described in
detail in two prior reports (2,3). Briefly, after capture and after
15 days of acclimatization, during which the sand rats had
only access to a vegetal diet, they were, during a subsequent
20-day transition period either maintained on the same vegetal
diet (14 control animals) or given access to a mixed diet
composed of standard laboratory chow (20 g per animal per
day) and decreasing amounts of the vegetal diet (representing
75% during the first week, 50% during the second week and
25% during the third week of animal body weight). In the
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Table I. Body, liver and pancreas weight.

Body wt. Liver wt. Pancreas wt.
Rats (g) (g) (% of body wt.) (mg) (%eo body wt.)
Control non-fasting 1275442 (10) 4.03+0.18 (10) 3.1940.16 (10) 316437 (10) 2.4940.29 (10)
Control fasting 111.3+14.3 (4) 503017 (4) 4.83+0.82 (4) 27147 (4) 27440 .86 (4)
Non-diabetic non-fasting 126.7+10.5 (9) 5.03+0.25(9) 4.15+¢0.32 (9) 260450 (9) 2024028 (9)
Non-diabetic fasting 93.0+4.8 (10) 4.65+0.28 (10) 5.07+0.30 (10) 172423 (10) 1.7440 28 (10)
Diabetic non-fasting 1127468 (13) 4.70+0.25 (13) 4.2240.17 (13) 20620 (13) 1.8040.12 (13)
Diabetic fasting 1133£11.5(6) 4774051 (6) 4.2240.18 (6) 20721 (6) 1.8540.12 (6)

latter case, the 38 sand rats were then divided in two groups
of 19 animals each referred to as either non-diabetic (glycemia
<7.0 mM) or diabetic (glycemia >8.3 mM). During the last
30 days of the present experiments, the animals were given
access to either the vegetal diet (control animals) or the
hypercaloric standard laboratory chow (diabetic and non-
diabetic animals), some of the sand rats in each group
undergoing intermittent fasting from 5 p.m. to 8 a.m. the next
day. One day after the end of the experimental period of
intermittent fasting, whenever applied, all sand rats were
sacrificed in the postprandial state under anesthesia with
ketamine chlorhydrate injected intraperitoneally. Blood was
collected from the jugular vein in either heparinized tubes or
in the presence of EDTA for haemoglobin Alc measurement.

The analytical methods used for the measurement of
plasma glucose (4), hemoglobin Alc (5), insulin (6) were
previously described in the cited references. Plasma cholesterol
and triglycerides were measured by an ELITech (France) kit.
Liver triglycerides (CHOD-PAP; Roche Diagnostic GmbH,
Mannheim, Germany) and phospholipids (PAP 150; Bio-
merieux, Lyon, France) were measured in hepatic extracts
(7), using the cited enzymatic kits.

For immunodetection of insulin, pancreatic rehydrated
paraffin sections were blocked 1 h at room temperature with
1:20 normal goat serum (Vector Laboratories, Belgium) in PBS
for non-specific reactions. The slides were incubated with
primary anti-insulin (12018, Sigma-Aldrich, Belgium) mouse
monoclonal antibody overnight at 4°C at a concentration of
1/3000 in normal goat serum (1/20 in PBS). The secondary
antibody, Rhodamine Red X-conjugated goat anti-mouse IgG
(H+L) (115-295-146, Jackson ImmunoResearch Laboratories,
USA) was applied at a dilution of 1/100 in PBS/normal goat
serum for 30 min at room temperature. The slides were
mounted and DNA was counterstained with DAPI (Prolong®
Gold antifade, Molecular Probes). The staining patterns were
observed with an Axioplan and recorded with an Axiocam
(Carl Zeiss, Germany).

For GLUT2 staining, immunodetection followed the
standard ABC-DAB technique (8) using the avidin-biotin kit
(Vector Laboratories). The slides were incubated overnight at
4°C with the first antibody: anti-Glut2 (sc-9117, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., CA, USA), a rabbit polyclonal antibody
raised against amino acids 32-98 of GLUT2 of human origin.
The primary antibody was used at dilutions 1/100 to 1/1000

in PBS with appropriate blocking serum at a dilution of 1/20.
Purified immunoglobulins (IgG) (Sigma-Aldrich) from non-
immunized rabbit were used as negative controls. The slides
were further incubated with the secondary biotinylated
antibody: goat anti-rabbit IgG (H+L) (BA-1000, Vector
Laboratories) at a dilution of 1/300 in PBS for 30 min, at room
temperature. The staining pattern was ascertained with an
Axioplan and recorded with an Axiocam (Carl Zeiss).

For the histological study of the liver, hepatic samples
were fixed in Bouin solution and embedded in paraffin.
Sections (5 pm) were deparrafined and rehydrated for
hematoxylin-eosin staining. The liver slides were examined
under light microscopy.

All results are presented as mean values (+ SEM) together
with the number of individual observations (n) or degree
of freedom (df). The statistical significance of differences
between mean values was assessed by use of Student's t-test.

Results

Body, liver and pancreas weight. Whether in the fasting or
non-fasting animals, the final body weight (wt.) failed to
differ significantly in the control, diabetic and non-diabetic
rats, with an overall mean value of 121.244.3 g (n=32) in
non-fasting animals, as distinct (p<0.02) from 1028452 g
(n=20) in fasting animals (Table I).

In absolute terms, the liver wet weight was higher in non-
fasting diabetic rats (4.70+0.25 g; n=13; p<0.06) and non-
fasting non-diabetic rats (5.03+0.25 g: n=9; p<0.005) than in
non-fasting control animals (4.03+0.18 g: n=10). Likewise,
relative to body weight, the liver wet weight was significantly
higher (p<0.02 or less) in non-fasting diabetic rats
(4.2240.17%; n=13) and non-diabetic rats (4.15+0.32%; n=9)
than in non-fasting control rats (3.19+0.16 %: n=10). In the
fasting rats, the liver/body weight ratio averaged 121.4+7.2%
(n=20; p<0.004) of the mean corresponding values recorded
in non-fasting animals of the same group (control, diabetic or
non-diabetic), i.e. 100.0+3 0% (n=32). In absolute terms,
however, the liver wet wt. failed to differ significantly (p>0.4)
in fasting versus non-fasting animals, with respective overall
mean values of 4.7620.20 g (n=20) and 4.59+0.15 g (n=32).

In mirror image of the liver data, the wet weight of the
pancreas was, in the non-fasting animals, lower (p<0.05) in
the diabetic and non-diabetic rats (227424 mg; n=22) than in
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Table II. Plasma glucose and insulin concentrations, insulinogenic index and insulin resistance HOMA at sacrifice.

Plasma glucose

Plasma insulin

Insulinogenic index Insulin resistance HOMA

Rats (mM) (g (ug/mol) (mM pg/l)
Control non-fasting 4.46+0.28 (10) 1.55+0.60 (4) 409+162 (4) 59403 (4)
Control fasting 2.89+0.25 (4) 1.08+0.41 (4) 385+151 (4) 31+1.1(4)
Non-diabetic non-fasting 4.61£045(9) 2.95+0.37 (4) 653110 (4) 13.4+1.1(4)
Non-diabetic fasting 4.12+0.48 (10) 2254029 (7) 53665 (7) 10.6+2.4(7)
Diabetic non-fasting 16.56+1.52 (13) 9.35+2.34 (8) 5994135 (8) 156.0+45.6 (8)
Diabetic fasting 6.49+0.74 (6) 6.14+1.51 (5) 1,130+360 (5) 35.1+64 (5)

the control rats (316237 mg: n=10), such a difference being
most marked (p<0.02) in the diabetic rats and failing to
achieve statistical significance in the non-diabetic rats. The
values recorded in the fasting rats averaged 80.5+6.7%
(n=20: p<0.08) of the corresponding mean values found in
non-fasting rats of the same group (control, diabetic, non-
diabetic), i.e. 100.0+7.3% (n=32). Likewise, when expressed
relative to body weight, the pancreatic weight represented no
more than 1.82+0.09 and 1.88+0.19%¢ (n=19 in both cases)
in diabetic and non-diabetic rats, as compared (p<0.04 and
p<0.06) to 2.56+0.30%c (n=14) in control animals.

FPlasma glucose and HbAlc. At sacrifice, the plasma glucose
concentration was comparable in non-fasting control animals
(4.46+0.28 mM: n=10) and non-fasting non-diabetic rats
(4.61+0.45 mM: n=9), and much higher (p<0.001) in non-
fasting diabetic rats (16.56+1.52 mM: n=13). In the diabetic
rats, it decreased (p<0.001) to 6.49+0.74 mM (n=6) in fasting
animals. Likewise, in the control and non-diabetic rats, the
mean value found in fasting animals (3.77+0.38 mM; n=14)
represented no more than 82.4+8.1% (n=14; p<0.08) of the
mean comesponding values (100.0+5.6%: n=19) recorded in
non-fasting rats of the same group. As a matter of fact, such a
decrease was highly significant (p<0.01) in the fasting control
rats (2.89+0.25 mM; n=4), whilst failing to achieve statistical
significance in the fasting non-diabetic rats (4.12+0.48 mM;
n=10). The latter two mean values nevertheless failed to
differ significantly from one another (p>0.1), and remained
both lower (p<0.02 or less) than that measured in the fasting
diabetic rats.

In fair agreement with the plasma glucose data, the HbAlc
measurements yielded much higher values (p<0.001) in
non-fasting diabetic rats (4.78+0.46%: n=13) than in non-
fasting control animals (1.98+0.16%: n=10). In the non-
fasting non-diabetic rats, it averaged 2.73+0.33% (n=9) and,
as such, was somewhat higher (p<0.05) than in non-fasting
control animals but much lower (p<0.005) than in non-
fasting diabetic rats. In the fasting diabetic rats the HbAlc
(3.4740.14%; n=6) was somewhat lower (p<0.08) than in the
non-fasting diabetic rats. However, such was not the case
when comparing fasting to non-fasting animals in the other
two groups of rats (control and non-diabetic). For instance, in
the fasting non-diabetic rats, the HbAlc (3.21+0.31%: n=10)
represented 117.4+11.4% of the comresponding mean value
found in non-fasting non-diabetic rats, as distinct (p<0.01)

from 72.542.9% (n=6) when comparing fasting diabetic rats
to non-fasting diabetic rats.

Plasma insulin concentration, insulinogenic index and insulin
resistance HOMA. Whether in intermittently fasting or non-
fasting animals, the plasma insulin concentration was highest
in the diabetic rats and lowest in the control animals (Table II).
Thus, relative to the corresponding mean values found in
diabetic rats (100.0+17.4%; n=13) examined under the
same nutritional conditions (fasting or non-fasting), the
measurements made in non-diabetic rats only represented
34.8+3.3% (n=11; p<0.005), an even lower value (p<0.005)
being recorded in control animals (17.1+3.7%: n=8). The
mean plasma insulin concentration was always lower in the
intermittently fasting animals than in the non-fasting rats,
the values recorded in the former animals representing
713+8.6% (n=16; p<0.005 versus unity) of the corresponding
reference values found in the non-fasting rats (100.0+15.1%:
n=16).

A different situation prevailed for the insulinogenic index,
i.e. the ratio between plasma insulin and glucose concen-
trations (Table II). First, no significant difference was anymore
observed between diabetic, non-diabetic and control rats.
Indeed, relative to the corresponding mean values found in
diabetic rats (100.0+17.7%; n=13), examined under the same
nutritional conditions, the measurements made in non-
diabetic and control rats averaged, respectively, 69.8+11.7%
(n=11; p>0.18 versus diabetic rats) and 51.1£154% (n=8;
p<0.08 versus diabetic rats). The latter two percentages were
both significantly higher than the corresponding values found
for plasma insulin concentration in either the non-diabetic
rats (p<0.01) or control animals (p<0.05). Second, no
significant change in the insulinogenic index was anymore
observed when comparing intermittently fasting to non-fasting
rats. In the former rats, the insulinogenic index averaged
(118 4+23.2%: n=16; p>0.4 versus unity) of the corresponding
reference values found in the non-fasting rats (100.0+14.5%:
n=16).

The HOMA for insulin resistance, taken as the product of
plasma insulin concentration (ug/l) times than glucose
concentrations (mM), only represented in the non-diabetic
rats 21.4+5.2% (n=11; p<0.001) of the mean corresponding
values found in diabetic rats examined under the same
nutritional conditions (100.0+18.4%; n=13). It was further
decreased (p<0.03) to 6.6+1.7% (n=8) of such mean values
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Figure 1. Inmunodetection of insulin in the pancreas of fasting control (A), diabetic (C) and non-diabetic (E) and non-fasting control (B), diabetic (D) and
non-diabetic (F) sand rats. Immunohistochemical labelling was performed using fluorescein-labelled secondary antibody. Both manipulations were conducted

at a 1:3000 dilution (magnification x40).

in the control animals. It averaged, in the intermittently
fasting rats, 54.7+10.8% (n=16; p<0.01) of the mean
corresponding values (100.0+16.6%: n=16) found in non-
fasting rats in the same group of animals (control, non-diabetic
or diabetic rats).

Plasma cholesterol and triglyceride concentration. Whether
in the fasting or non-fasting rats, the plasma cholesterol
concentration was significantly higher in the diabetic and
non-diabetic rats than in the control ones. It failed to differ
significantly in the diabetic and non-diabetic rats, whether in
the fasting (p>0.1) or non-fasting (p<0.1) animals. It was
significantly lower in the fasting than non-fasting rats in both
the control animals (p<0.05) and diabetic rats (p<0.025), but
not so in the non-diabetic rats. Pooling together all available
data, it averaged in the fasting rats 82 2% (n=20; p<0.03)
of the corresponding values found in the non-fasting animals
of the same group (control, diabetic, non-diabetic), i.e.
100.0+5.1% (n=32).

The plasma triglyceride concentration was significantly
higher (p<0.02 or less) in the non-fasting diabetic rats
(1,815+307 mg/l; n=13) and non-fasting non-diabetic rats
(2,041+397 mg/l; n=9) than in non-fasting control animals
(893+99 mg/l; n=10). It failed to differ significantly in the
non-diabetic and diabetic rats, whether in the non-fasting
(p>0.6) or fasting (p>0.7) animals. It averaged 1,362+254 mg/l
(n=6) and 1,478+193 mg/l (n=10) in the fasting diabetic and
non-diabetic rats, respectively, representing 73 4+7.6% (n=16;
p<0.07) of the mean corresponding values found in non-fasting
rats of the same status (diabetic or non-diabetic animals), i.e.
100.0£10.2% (n=22). Such a decrease in the fasting versus
non-fasting rats was not observed, however, in the control
rats.

Liver triglyceride and phospholipid content. Whether in non-
fasting or intermittently fasting rats, the liver triglyceride
content was higher in non-diabetic and diabetic animals than
in the control ones (Table III). It averaged in the former
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Table III. Lipid data.

Plasma cholesterol Plasma triglycerides Liver TG* Liver PL*
Rats (mg/l) (mg/l) (prmol/g) (prmol/g)
Control non-fasting 607+57 (10) 893499 (10) 3.52+0.56 (4) 20.29+0.94 (4)
Control fasting 398428 (4) 1,1854575 (2) 2242024 (4) 13.15£2.70 (4)
Non-diabetic non-fasting 1.217+111 (9) 20414397 (9) 12.41+2.86 (4) 21.67+1.63 (4)
Non-diabetic fasting 1.211+78 (10) 1.478+193 (10) 5.16+0.74 (4) 19.07+0.94 (4)
Diabetic non-fasting 1,558+138 (13) 1,8152307 (13) 14.85+8.92 (4) 20.90+1.61 (4)
Diabetic fasting 1025472 (6) 13624254 (6) 6.29+1.39 (4) 20424047 (4)

*The liver triglyceride content is expressed as pymol glycerol per g liver wet wt. "The liver phospholipid content is expressed as gymol choline

per g liver wet wt.

animals 321.6+92.2% (n=16) of the mean corresponding
values found under the same experimental conditions (non-
fasting or fasting) in the latter animals (100.0+8.9%; n=8). It
averaged in the intermittently fasting rats 49.3+5.0% (n=12;
p<0.02) of the mean corresponding values found in non-fasting
rats (100.0+£19.5%: n=12). No significant difference was
found between the non-diabetic and diabetic rats, whether in
non-fasting rats or intermittently fasting animals.

As judged from the measurement of choline, the sole
significant difference in the liver phospholipid content
consisted in a lower value (p<0.05) found in the intermittently
fasting as compared to non-fasting control rats (Table IIT).

Fancreatic islet histology. The staining for insulin was
comparable in control, non-diabetic and diabetic sand rats
(Fig. 1). It appeared somewhat less marked in fed than in
fasting rats of the same group (control, diabetic, non-diabetic).
There was no obvious difference for the GLUT2 staining in
the different types of sand rats (Fig. 2).

Liver histology. No lipid droplet was observed in the liver of
control sand rats, whether in non-fasting or fasting animals
(Fig. 3). However, in both diabetic and non-diabetic sand
rats, obvious accummulation of lipid droplets was observed
this being more pronounced in non-fasting than in fasting
animals (Fig. 3).

Discussion

The present study documents both the undesirable effects in
sand rats or a hypercaloric diet, as distinct from a purely
vegetal diet, upon selected metabolic and hormonal variables,
and the beneficial effects of intermittent fasting upon the
same variables in the animals exposed to the hypercaloric
diet.

Glucose homeostasis. The present measurements of plasma
glucose concentration extend our prior observations (3) on
the improvement of glucose homeostasis in the diabetic sand
rats undergoing intermittent fasting. These postprandial
measurements are likely to reflect the long-term regulation of
glycemia. There was indeed a close parallelism between the

mean values for plasma glucose concentration and haemo-
globin Alc. For instance, in the non-fasting or fasting diabetic
and non-diabetic sand rats, there was a highly significant
positive correlation (r= +0.6751; n=38; p<0.001) between
these two variables. The results listed in Table II indicate
that the fasting-induced decrease of glycemia could not be
attributed to a higher rate of insulin secretion. On the contrary,
the mean plasma insulin concentration was always lower in
fasting sand rats than in non-fasting animals of the same
group (control, non-diabetic, diabetic).

The improvement of glucose homeostasis caused by
intermittent fasting appears, however, largely attributable to a
decrease of insulin resistance, otherwise prevailing in the
diabetic sand rats exposed to the hypercaloric diet. This
proposal is supported by the tight correlation (r= +0.7454;
n=32; p<0.001) found between the postprandial plasma
glucose concentration and HOMA for insulin resistance
(logarithmic values). It could obviously be objected that such
a correlation is not meaningful since one of the two variables
under consideration, i.e. the plasma glucose concentration, is
taken into consideration to calculate the other variable, ie.
the HOMA for insulin resistance. Therefore, the HOMA for
insulin resistance (logarithmic values) was compared to the
haemoglobin Alc. In the 28 sand rats in which these two
variables had been measured, a significant positive correlation
(r= +0.4320: n=28; p<0.03) was again observed, thus
reinforcing the view that insulin resistance was indeed a
significant determinant of the perturbation of glucose homeo-
stasis in the present experiments.

Body weight. The present study also documents that, in sand
rats, intermittent fasting for 15 h over a period of 30 days
eventually results in lower values for body weight, whether
in control animals maintained on a vegetable diet or in rats
exposed to a hypercaloric diet. In this respect, the present
results closely resemble those collected in the same animals a
week before sacrifice (3). For instance, in the animals exposed
to the hypercaloric diet, the measurements of body weight
averaged 110.0+4.0 g (n=38) a week before sacrifice and
110.9+4.4 ¢ (n=38) at sacrifice, with a correlation coefficient
between the two series of measurements amounting to +0.9094
(n=38; p<0.001). It should be stressed, however, that no
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Figure 2. Immunodetection of GLUT2 by anti-GLUT2 (1/100) in the pancreas of fasting control (A), diabetic (C) and non-diabetic (E) and non-fasting control

(B), diabetic (D) and non-diabetic (F) sand rats. Immunchistochemical labelling was performed using avidin-biotin-p

(magnification x40).

significant difference in body weight was found between
non-diabetic or diabetic sand rats as compared to control
animals, whether in the fasting or non-fasting groups (p>0.1
or more).

Lipid variables. The exposure to the hypercaloric diet and
intermittent fasting also affected lipid variables in both liver
and plasma. Thus, despite virtually identical liver phos-
pholipid content, the mean triacylglycerol hepatic content,
expressed relative to liver wet weight, was much higher
(p<0.03, comparison of mean geometric values) in the non-
fasting sand rats exposed to the hypercaloric diet
(10.19+£2 82 pgmol/g: n=8) than in the non-fasting control
animals (3.3740.59 pgmol/g; n=4). This situation prevailed
despite the fact that both the absolute values for liver wet
weight and the liver/body weight ratios were higher (p<0.01)
in non-fasting rats exposed to the hypercaloric diet
(4.84+0.18 g and 4.1940.16%: n=22) than in the non-fasting
control animals (4.03+0.18 g and 3.19+0.16%: n=10). The

idase plex with di

higher triglycerides accumulation in liver was also confirmed
by histological examination of liver (Fig. 3). In fact, we
observed a large number of lipid droplets in hepatic section
which may represent the non-alcoholic steatohepatitis.

In fasting rats, the liver triglyceride content was also
higher (p<0.001) in the diabetic and non-diabetic animals
(5.48+0.63 pmol/g; n=8) than in the control ones
(2.2040 .25 pmol/g; n=4). In all cases, the intermittent fasting
decreased the liver triglyceride content, the values recorded
in the fasting rats representing, on average, only half of those
found in non-fasting animals of the same type (control,
diabetic, non-diabetic). This coincided, especially in diabetic
and non-diabetic sand rats, with a decreased number and size
of lipid droplets in the liver of fasting animals as compared
to non-fasting animals. Thus, intermittent fasting minimized
the hepatic steatosis otherwise caused by high energy
feeding.

These changes were, as a rule, paralleled by comparable
changes in plasma triglyceride concentration. Thus, such a
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Figure 3. Hematoxylin-eosin stained liver histological slides obtained from non-fasting control (A), diabetic (C) and non-diabetic (E) sand rats, and fasting

control (B), diabetic (D) and non-diabetic (F) animals (magnification x40).

concentration was higher in non-fasting diabetic and non-
diabetic sand rats than in non-fasting control animals. In the
former sand rats, it was decreased by intermittent fasting.
Moreover, when considering all sand rats for which both the
liver triglyceride content and plasma triglyceride con-
centration were available, a highly significant positive
correlation (r= +0.6536; n=22; p<0.001) was found between
these two variables.

Likewise, the plasma cholesterol concentration was
higher in diabetic and non-diabetic sand rats than in control
animals, whether in fasting or non-fasting animals. It was
about 20% lower (p<0.03) in fasting sand rats than in non-
fasting animals of the same type (control, diabetic, non-
diabetic).

The accumulation of triglycerides in the liver is closely
associated with hepatic insulin resistance (1), there being an
inverse relationship between hepatic triglyceride content
and hepatic insulin sensitivity (9). The decrease in hepatic
triglyceride content in fasting sand rats could thus improve
hepatic insulin sensitivity and, by doing so, contribute to the
decrease in insulin resistance observed in this study in the
same animals. Since hepatic insulin resistance coincides with
a lesser sensitivity of the liver to the suppressive effects of

insulin on hepatic glucose and VLDL production (10), the
reduction of non-alcoholic steatohepatitis after the 30 days of
intermittent fasting may also contribute to the concomitant
improvement of hyperglycemia and hyperlipidemia. In turn,
the improvement of glucose homeostasis may participate in a
decrease of cholesterol synthesis. According to Scoppola et al
(11), there is indeed a positive correlation between glycated
haemoglobin concentration and the urinary excretion of
mevalonate, taken as an indicator of cholesterol synthesis.
The decrease in cholesterol synthesis may also involve the
relationship between insulin sensitivity and cholesterol
absorption, as proposed by Simonen et al (12).

Pancreatic islet functional and morphological status. In both
non-fasting and fasting sand rats, the plasma insulin con-
centration was higher in non-diabetic animals than in control
ones, and further increased in diabetic sand rats. It was
always lower in fasting rats than in non-fasting animals. As
already mentioned, this suggests that neither the deterioration
of glucose homeostasis in sand rats exposed to the hyper-
caloric diet nor its improvement in intermittently fasting
animals may be primarily attributable to changes in insulin
output.



102

The insulinogenic index, ie. the ratio of plasma insulin/
glucose concentrations, was calculated to assess the secretory
responsiveness of insulin-producing cells to the hexose. In
the euglycemic control and non-diabetic sand rats, it only
represented 61.949.3% (n=19) of the mean corresponding
values (100.0+£17.7%; n=13) found in diabetic rats examined
in the same nutritional status (non-fasting or fasting animals).
Such a difference (p<0.05) is reminiscent of the increased
insulin output from pieces of pancreatic tissue, when
comparing sand rats exposed to a vegetable diet or remaining
euglycemic when exposed to a mixed diet of vegetables and
usual laboratory chow to moderately hyperglycaemic sand
rats also exposed to the mixed diet (13). As a matter of fact,
there was a close to perfect correlation (r= +0.9841) between
the mean insulinogenic index in the latter 3 groups of sand
rats and the corresponding values found in the present study
in control, non-diabetic and diabetic animals. The results
collected in the latter diabetic animals represent a first
indication that, under the present experimental conditions,
the diabetic sand rats had not yet reached the later stage of
impaired B-cell function documented in prior studies (13,14).

It should be stressed that, in the fasting animals, the
insulinogenic index was not significantly lower than in the
non-fasting sand rats of the same group (control, non-diabetic
and diabetic). As a matter of fact, the trend, if any, was,
especially in the diabetic sand rats, towards an increase of the
insulinogenic index. Thus, after logarithmic conversion of all
available data, the values recorded in the fasting sand rats
averaged 151.1+54.5% (df=26) of the mean corresponding
values recorded in non-fasting animals of the same group.
This is an important finding. It documents that the inter-
mittent fasting failed to affect adversely the insulin secretory
responsiveness to glucose, unlike the severe reduction in
such a responsiveness otherwise observed after starvation for
one or more days (15).

The present histological documents also indicate that the
B-cells of non-fasting or fasting diabetic sand rats displayed
no sizeable reduction of insulin content, at variance with the
situation found in more severely diabetic sand rats (13). The
immunodetection of GLUT2 also failed to reveal any major
anomaly in the diabetic sand rats.

In conclusion, the present study documents that, in sand
rats exposed to a hypercaloric diet, intermittent fasting
improves glucose homeostasis, apparently mainly through a
decrease in insulin resistance, decreases body weight, opposes
the liver steatosis, hypertriglyceridemia and hypercholes-
terolemia otherwise found in sand rats exposed to the
hypercaloric diet, and fails to alter both the insulin secretory
responsiveness to glucose and insulin content of pancreatic
islets. To the extent that these findings might be extrapolated
to human subjects, with type II diabetes or prone to develop
such a disease, the present intermittent fasting procedure,
which is somehow reminiscent of the daily fasting period
during the Ramadan, may well be recommended as a suitable
approach to prevent, minimize or correct the metabolic and
hormonal defects found in such subjects.
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ABSTRACT

Calories intake excess induces metabolic disturbances leading to the outcome of chronic diseases. Caloric restriction
and intermittent fasting (IF) are two diet manipulations used to reverse the negative effect of calories overabundance. Several
studies have proven effectiveness of these two paradigms to prevent development of many diseases such as diabetes type 2,
cardiovascular diseases and nephropathy. Some of them reported that intermittent fasting, more precisely the altemate day
fasting, may even produces more beneficial effect in delaying several diseases. Intermittent fasting medulates insulin
resistance, oxidative stress and even proapoptotic events, i.e. risk factors involved in diseases prevalence. Indeed, IF
enhances insulin-mediated glucose uptake, prevent andlor corrects dyslipidemia, reduces reactive oxygen species (ROS) and
attenuates p53 and p38 expression disfavoring thereby apoptosis. In this mini review, we summarize some studies reporting in
which way intermittent fasting may be beneficial for medulating disease risk factors.

KEY WORDS: Intermittent fasting, diabetes, nephropathy, cardiovascular disease.

INTRODUCTION

Several studies report that the main factor
affecting markedly the outcome of numerous diseases,
reducing thereby lifespan, is food intake (1, 2). In fact,
calories intake excess, characterizing the modemn society,
leads to free radicals production which cause several
damaging effects as they can aftack lipids,
protein/enzymes, carbohydrates, and DNA, causing
membrane damage, protein modification and cell death
induced by DNA fragmentation and lipid peroxidation.
These oxidative stress-damages are involved in the
pathophysiclogical role of several diseases like diabetes,
heart disease (atherosclerosis), and nephropathy. Besides
its effect on oxidative stress, overeating causes many
metabolic disorders, especially glucidic and lipid ones,
involved in development of previous diseases

However, dietary restriction by limiting energy
intake reduces the rate of oxidative damage to the cells by
decreasing free radicals production (3), and prevents
chronic diseases (3) or delays the onset of age-associated
pathologies (5).

Two paradigms of dietary restriction have been
widely examined in rats, mice and even in human to
assess their effects upon life span. The first paradigm
concerns caloric restriction (CR) which is defined as a
reduction in calorie intake below usual ad libitum intake
without malnutrition. Generally, food intake is limited to 60—
85% of daily energy needs. The second paradigm involves
intermittent fasting (IF) or altemate day fasting (ADF)
which consists in total food deprivation for a full day that
alternates with a “feast day” on which food is consumed ad
libitum. The fast and feast periods are typically 24 h each,
but they may vary.

Several authors by proving the health benefits of
IF upon chronic disease offspring recommend this diet
regimen for human, as an altemnative for a daily caloric
restriction (6), to prevent numerous metabolic imbalances
leading to cellular and molecular disturbances.

In this mini-review we summarize some
literatures dealing with intermittent fasting paradigm. Our
objective is to summarize effect of IF upon chronic
diseases prevention both in animal and human trials.

EFFECT OF INTERMITTENT FASTING ON
DIABETES PREVENTION

Rodents and monkeys maintained on IF exhibit
enhanced insulin sensitivity (7) resulting in an eventual
enhanced glucose mobilization and an enhanced insulin
sensitivity, both of which serve to maintain a supply of
glucose for the vital organs, central nervous system and
gonads to support these critical organs in time of limited
energy intake (8). This improvement of insulin sensitivity
may be explained by increases in fatty acid oxidation in
liver and muscle observed with ADF (9). It was also
proposed that circulating free fatty acids are essential for
efficient glucose-induced insulin release from pancreatic
islets of 18- to 24-h-fasted animals (10). The ability of ADF
to decrease visceral fat cell size may also be beneficial for
insulin sensitivity (11) in the sense that fat depletion
caused by caloric restriction induces a reduction in
peripheral and hepatic insulin resistance (12). This
contributes to reduce diabetes risk since visceral fat may
play an essential role in the development of type 2
diabetes through increasing insulin resistance (13).

Anson and coworkers (14), in comparing caloric
restriction to ADF effects, found that intermittent fasting
resulted in beneficial effects that met or exceeded those of
40% caloric restriction including reduced serum glucose
and insulin levels. This beneficial effect of IF was
independent from overall caloric intake. Intermittent fasting
without an overall reduction in feod intake improves
glucose regulation (2). Indeed, it is the reduction of meal
frequency which is the cause of these beneficial
improvements  (14). Therefore, all these positive
adaptations to IF would be expected to decrease the risk
of diabetes. Moreover, Pederson and colleagues (15)
found that 77% of the BB rats fed ad libitum control diets
developed diabetes; whereas only 52% of the animals
subjected to altemate day fasting became diabetic.

Reducing incidence of diabetes by intermittent
fasting may happen in human since Halberg and
coworkers (16) found that IF increased insulin action on
whole body glucose uptake. In anothr study (17), healthy
non obese men and women showed decreases in fasting
insulin.

Increasing plasma adiponectin concentration occurring
after each fasting period may explain insulin sensitivity
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improvement. In fact, adiponectin is positively correlated to
insulin sensitivity in humans (18) and in this way increases
in circulating adiponectin would be able to exert an insulin-
sensitizing effect. The same authors concluded that cycles
of feast and famine are important as an initiator of thrifty
genes leading to improvements in metabolic function.

In case of diabetes, hyperglycemia, the hallmark

of this metabolic disease, leads to an increase in reactive
oxygen species (ROS) formation that can lead to the
oxidation of several biomolecules like lipids, proteins and
nucleic acids (19). This hyperglycemia—mediated ROS
production is thought to cause several comorbid conditions
associated to diabetes, like cardiovascular diseases (20),
nephropathy (21, 22) among others. Tikoo and
collaborators (21) reported that IF lowers the oxidative
stress because it decreases the lipid peroxidation and
increases the superoxide dismutase level.
According to Anson and coworkers (14), the alternating
periods of anabolism and catabolism may play a
mechanistic role in friggering increases in cellular stress
resistance and the repair of damaged biomolecules or
cells. On the other hand, superior neuroprotective efficacy
of IF compared with limited daily feeding documented in
their study is consistent with enhancement of cellular
stress resistance that results from the stress associated
with fasting rather than an overall reduction in caloric
intake. It seems that changes in neurcendocrine factors,
as well changes in blood serum constituents induced by
intermittent fasting, lead to increases in stress protection
(17).

EFFECT OF INTERMITTENT FASTING ON
CARDIOVASCULAR DISEASES PREVENTION

Numerous  studies  have  proved  the
cardioprotective effect of intermittent fasting through the
cardiovascular disease biomarkers response to the
intermittent food deprivation. Blood pressure, which
represents a major risk factor for cardiovascular diseases
(23), is significantly lowered by IF both in nomal (2, 24,
25) and diabetic (21) rats, and even obese human adults
(6). This lowering may be attributed to enhancement of
insulin sensitivity by IF, knowing that insulin resistance
plays a role in initiating hypertension (26), and thereby
decreasing blood pressure may help to prevent
cardiovascular problems. Jones et al. (27) suggested that
reduced sympathetic tone by short term food deprivation
mediates the rapid reductions in mean arterial blood
pressure. Wittnich and Wallen (28) found that, in
spontaneously hypertensive male rats with myocardial
hypertrophy, food deprivation for 24 hours induced
increasing myocardial glycogen. This led them to suggest
a development of regimens based on food deprivation
followed by refeeding designed to protect the
hypertrophied heart during metabolic stress.

Intermittent fasting exhibits decrease heart rate (24, 25)
implying increased heart rate varability (24) which is
associated with improved cardiovascular function (3). In
rat, this high heart rate variability is related to a reduction
of physical activity both during the fasting and feeding
days, especially at night (2). The other risk factor well
known to contribute for cardiovascular disease offspring is
the altered circulating lipid concentrations, i.e. elevated
plasma concentration of cholesterol, triglycendes and LDL-
cholesterol. These biomarkers of lipid metabolism
disturbances are improved by intermittent food deprivation.
Several works reported decreases in triacylglycerol
concentrations, LDL-cholesterol (3, 4, 16), and increases
in HDL-chelesterol concentrations were also observed (4,
16, 21). The same observations were found by Varady and
coworkers (6) in obese adults in which total and LDL-
cholesterol concentrations decreased by 21% and 25%,
respectively, after 8 weeks of ADF, and triacylglycerol
concentrations was lowered by 32%. These positive
alterations in cholesterol, triglycendes and LDL-cholesterol

levels, as well as the anti-oxidative effect of intermittent
fasting are expected to suppress atherosclerosis.

Finally, the cardioprotective role of IF may be
explained by repeated mild stress that induces expression
of genes that enhance the ability of cells to cope with more
severe stress (29).

EFFECT OF INTERMITTENT FASTING ON
RENAL DISEASES PREVENTION

Renal disease is another healthy problem which
could be suppressed or at least delayed by mean of
intermittent food deprivation. In their study, Tikoo et al. (21)
assessed intermittent fasting effect upon the physiological
and biochemical parameters associated to diabetes
nephropathy. They found that IF resulted in a significant
decrease in blood urea nitrogen and plasma creatinine
levels after & weeks of induction of diabetes in
streptozotocin-induced  diabetic rats. Besides, the
incidence and intensity of glomerular hypertrophy and
vacuolisations observed in ad libitum fed diabetic rat
kidney were much lower in intermittent fasting diabetic
rats. The same authors tried to find out the mechanism
underying the nephroprotective effect of intermittent
fasting. According to their results, they suggested that the
inverse relationship between the Sir2 expression and the
p53 one is made favorable by IF in way to prevent renal
injury. Indeed, the down expression of Sir2 mediates the
upregulation of p53 expression. Consequently, under
diabetic conditions, increases p53 expression s
associated with renal apoptosis. Aftenuation of p53
expression, mediated by Sir2 activation in diabetic rats
kept on IF regimen prevents them from diabetic
nephropathy outcome. Caspases-3 and protein kinase p38
count among others proapoptotic actors involved in the
onset of diabetic nephropathy, and which are influenced by
IF in way to prevent apoptosis in kidney. Cleavage of
caspases-3, a protein counting ameng others caspases
family playing a central role in diabetic nephropathy via the
induction/execution of apoptosis (22), is reduced by
intermittent fasting (21). Activation of p38, a mediator of
apoptotic cell death occurring under diabetic conditions, is
decreased by IF.

CONCLUSION

Studies reviewed in this aricle present
evidences for the beneficial effects of intermittent fasting
upon biochemical and organic parameters that play a
negative role in the physiopathology of various chronic
diseases. The majority of these studies dealt with the 24
hours alternate day fasting. There is no doubt concerning
the effectiveness of this kind of intermittent fasting, but the
question which can be raised concerns the feasibility of
this 24 hours fasting in human. Hunger feeling may
discourage the subjects to adopt this regimen for a long
time. Reducing the length of fasting time or limiting the
frequency of meal to one meal a day may be more
acceptable to profit from intermittent fasting regimen
benefits without frustration.
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This study investigates the effects of intermittent overnight fasting in streptozotocin-induced diabetic rats (STZ rats). Over 30
days, groups of 5-6 control or STZ rats were allowed free food access, starved overnight, or exposed to a restricted food supply
comparable to that ingested by the intermittently fasting animals. Intermittent fasting improved glucose tolerance, increased
plasma insulin, and lowered Homeostatis Model Assessment index. Caloric restriction failed to cause such beneficial effects. The
B-cell mass, as well as individual S-cell and islet area, was higher in intermittently fasting than in nonfasting STZ rats, whilst the
percentage of apoptotic S-cells appeared lower in the former than latter STZ rats. In the calorie-restricted STZ rats, comparable
findings were restricted to individual islet area and percentage of apoptotic cells. Hence, it is proposed that intermittent fasting
could represent a possible approach to prevent or minimize disturbances of glucose homeostasis in human subjects.

1. Introduction

Overabundant food intake with chronic positive energy
balance leads to obesity and type 2 diabetes, whilst reduction
in food intake, by increasing insulin sensitivity and improv-
ing glucose homeostasis, is currently recommended in the
treatment of these metabolic disorders [1—4]. Such a caloric
restriction may include a relative decrease of food intake [5—
7] or otherwise either a total short [8, 9] or prolonged [10]
fasting.

Intermittent overnight fasting, inspired by the daily
fasting period during the Ramadan, was recently reported
to prevent the progressive deterioration of glucose tolerance
otherwise taking place in sand rats exposed to a hypercaloric
diet [11-13]. The major aim of the present study was to
investigate whether a comparable benefit of intermittent
fasting may prevail in streptozotocin-induced diabetic rats.

2. Materials and Methods

2.1. Streptozotocin-Induced Diabetes. Eight to 10 weeks after
birth, female Wistar rats (Charles River, Wilmington, MA,
USA) were injected intraperitoneally, after overnight starva-
tion, with streptozotocin (5TZ, 65 mg/kg body wt.) freshly
dissolved in a citrate buffer (50 mM, pH 4.5). These rats were
given access during the night after the injection of strepto-
zotocin to a solution of saccharose (10 g/100 mL) to prevent
possible hypoglycemia. Control rats were injected with the
citrate buffer. Five days after the injection of streptozotocin,
the glycemia was measured with the help of glucometer
(Lifescan Benelux, Beerse, Belgium) in blood obtained from
caudal vein. Only those rats displaying a glycemia in excess
of 16.7 mM were kept for further investigations.

2.2. Starvation and Restricted Food Supply. In order to
compare the effects of an intermittent fasting, mimicking



the Ramadan fasting, to that of a caloric restriction, the
experimentation in both control and STZ rats was conducted
over two successive periods. Twenty days after the injection
of either streptozotocin (STZ rats) or the citrate buffer
vehicle (control rats), the rats were either given free access
to food throughout the experimental period (NF: nonfasting
rats), deprived of food and water from 5 p.m. to 8 a.m.
(IF: intermittently fasting rats) or given access from 5 p.m.
onwards to an amount of food comparable to that ingested
by the IF rats (CR: calorie-restricted rats). Relative to the
food intake in NF rats, such a caloric restriction represented
a 20% decrease in food intake in the control animals and a
40% decrease of food intake in the STZ rats.

2.3. Body Weight and Food Intake. The initial body weight
was measured before the injection of streptozotocin or its
citrate buffer vehicle, 7 days thereafter, 20 days thereafter,
on day 4, 7, 11, 14, 18, 21, and 27 of the final 30
days experimental period and at sacrifice, after overnight
starvation. Likewise, food intake was measured 15 to 20 days
(6 measurements) after injection of STZ or its vehicle in 6
control rats and 3 groups of 5-6 STZ rats, and daily (26
measurements) during the last 30 days experimental period.

24. Intraperitoneal Glucose Tolerance Test (IPGTT). An
IPGTT [14, 15] was conducted in all rats on day 10, 20, and
29 of the final 30 days experimental period, after overnight
starvation. A solution of D-glucose (20%, w/v) in distilled
H;O was intraperitoneally injected in conscious rats in order
to deliver 2 g D-glucose per kg body weight. The glycemia was
measured by a glucometer before and 30, 60, and 120 min
after the administration of D-glucose in blood samples
obtained from a caudal vein. The total and incremental areas
under the glycemic curve (AUC) were computed in each
individual experiment.

2.5. Sacrifice. At the end of the experimental period, the
rats were sacrificed after overnight starvation and under
anesthesia provoked by the intraperitoneal injection of a
solution containing ketamine and xylocaine. Blood samples
were obtained from the heart and placed in heparinized
tubes, the plasma being then separated by centrifugation and
stored at —80°C. The plasma D-glucose [16] and insulin
[17] concentrations were measured by methods described
in the cited references. These measurements were used to
calculate the insulinogenic index (i.e., the ratio between
the plasma insulin concentration, expressed as mU/L, and
the difference between the plasma D-glucose concentration,
expressed as mM, and 4.0 mM, considered as the threshold
value for stimulation of insulin secretion by the hexose) and
the HOMA index (i.e., the product of the plasma insulin
concentration, expressed as pU/mL, times the plasma D-
glucose concentration, expressed as mM). The pancreas
were either used for the isolation of islets or fixed for
immunohistochemical examination.

2.6. Insulin Secretion In Vitro. Groups of 4 islets each,
obtained by the collagenase procedure [18], were incubated
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at 37°C for 90 min in 0.5mL of a salt-balanced medium
[19] containing bovine serum albumin (5mg/mL) and
equilibrated against a mixture of 0;/CO; (95/5, v/v). The
insulin released by the islets during incubation and their final
insulin content were measured by radicimmunoassay [17].

2.7. Immunohistochemical Study. For immunodetection of
insulin, pancreatic rehydrated paraffin sections were blocked
1h at room temperature with 1:20 normal goat serum
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) in PBS for
nonspecific reactions. The slides were incubated with pri-
mary anti-insulin (12018, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) mouse monoclonal antibody overnight at 4°C at
a concentration of 1/3000 in normal goat serum (1/20
in PBS). The secondary antibody, Rhodamine Red X-
conjugated goat anti-mouse IgG (H + L) (115-295-146,
Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA,
USA) was applied at a dilution of 1/200 in PBS/normal
goat serum for 30min at room temperature. The slides
were mounted, and DNA was counterstained with DAPI (In
Vitrogen, Merelbeke, Belgium). The staining patterns were
observed with an Axioplan and recorded with an Axiocam
(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

2.8. B-Cell Mass Assessment. Pancreatic sections were stained
for insulin using standard ABC-DAB technique [20]. The
slides were incubated overnight at 4°C with the first
antibody: anti-insulin (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA,
USA) at dilution 1:500 in PBS with appropriate blocking
serum at a dilution of 1/20. Purified immunoglobulins (IgG)
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) from nonimmunized
rabbit were used as negative controls. The slides were further
incubated with the secondary biotinylated antibody: goat
anti-rabbit IgG (H+L) (BA-1000, Vector Laboratories) at a
dilution of 1/300 in PBS for 30 min, at room temperature.
B-cell mass was measured by point-counting morphometry
on these immunoperoxidase-stained sections [21]. The mea-
surement was performed on live using Leica Microsystems
microscope (Heerbrugg, Switzerland). A grill of 110 points
was used to assess insulin positive stained islet on each field.

2.9. Individual B-Cell Area. Individual f-cell area was deter-
mined by using image ] logician on immunofluorescence
stained sections of pancreas used for -cell apoptosis assess-
ment. The ff-cell area was calculated from the ratio between
individual area and f-cell nuclei number within the area
taken in consideration.

2.10. Glucagon Immunodetection. For glucagon immunode-
tection, the same procedure as that described for insulin
immunodetection by the ABC-DAB technique [20] was used.
The sole difference consisted in the first antibody, that is,
antiglucagon (A0565, Dako, Carpinteria, CA, USA) used at
dilution 1 : 400.

2.11. Apoptosis Detection. The quantification of §-cell apop-
tosis by the TUNEL method was performed using the in
situ Cell Death Detection kit, POD (Roche Diagnostics,
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Vilvorde, Belgium). At the end of this procedure, the
pancreatic sections were rinsed with PBS and eventually
exposed overnight at 4°C to primary anti-insulin antibody
(see above) followed by exposition for 30 min at 20°C to the
Rhodamine Red X-conjugated secondary antibody (1/200
dilution). The apoptotic index represents the ratio between
positive and total nuclei of insulin-producing cells in each
islet.

2.12. Presentation of Results. All results are presented as
mean values (=SEM), together with the number of separate
determinations (n). The statistical significance of differences
between mean values was assessed by use of Student’s r-test.

3. Results

3.1. Body Weight. At day zero of the last 30 days experimental
period, the mean body weights of the control and STZ rats
did not differ significantly (P > 0.52) from one another,
with an overall mean value of 223 = 4g (n = 33). Over
the 2 weeks following the injection of either streptozotocin
or the citrate buffer vehicle, the changes in body weight
averaged +17.6 = 4.0g (n = 16) in control rats, as distinct
(P < 0.005) from —2.0 £ 5.0 g (n = 17) in STZ rats. Over the
last 30 days of the experiments, the changes in body weight
failed to differ significantly, whether in the control or STZ
rats, when comparing IF animals to NF animals, with overall
mean values of +33.8 = 2.7g (n = 10) in the control rats
and —15.9 = 44 g (n = 11) in the STZ rats. Expressed as a
daily change in body weight, these two mean values were not
significantly different (P = 0.4 or more) from those recorded
in the same type of rats (control or STZ) over the 2-week
period following the injection of streptozotocin or the citrate
buffer vehicle. Over the last 30 days of the experiments, the
gain in body weight was much lower (P < 0.04 or less) in
the CR. animals than in the IF animals, with mean values of
+6.0=3.1g(n = 6) in control rats and —47.5+8.7g(n = 6)
in 5TZ rats (Figure 1). A comparable situation (P < 0.07 or
less) prevailed when considering the changes in body weight
over the entire experimental period.

3.2, Food Intake. Asindicated in Table 1, the food intake over
the last 6 days of the control period (day 15 to day 20 after the
injection of STZ or its solvent), was more than twice higher
(P < 0.001) in the STZ rats than in the control animals. Such
a difference persisted when comparing fed control and STZ
rats over the 30 days experimental period. In the IF and CR
rats examined during the last 30 days experimental period,
the food intake was again almost twice higher (P < 0.001) in
STZ rats than in control animals.

The individual values considered in Table 1 represented
the mean of 6-26 measurements in each rat. During the
last 6 days of the control period, the variation coefficient
(SD/mean) for the 6 successive measurements made in each
rat amounted to 7.3 £ 0.6% (n = 23) in control and STZ rats.
Likewise, over the last 30 days of the present experiments, the
variation coefficient for the 26 measurements made during
this period averaged 9.9 + 0.8% (n = 5) and 9.1 + 1.1%
(n = 3) in NF control and STZ rats, respectively, as compared

3
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Frgure 1: Comparison between the changes in body weight over
the last 30 days experimental period in IF and CR control or
streptozotocin rats. Mean values (+SEM) refer to 5-6 individual
measurements.

Tasre 1: Food intake (g/day per rat).

Control period Experimental period

Rats (last 6 days)* (30 days)®
NF 20,1+ 0.3 (5)

Control IF 153+ 0.5 (5)
CR 18.7 + 0.1 (6) 15.0 + 0.1 (6)
NF 445 + 1.8 (5) 46.0 + 0.7 (5)

STZ IF 42.9 0.9 (6) 25.8 + 0.6 (6)
CR 442 + 1.6 (6) 26.5 + 1.0 (6)

*Each individual value represents the mean of 6 successive determinations.
bEach individual value represents the mean of 26 determinations.

(P < 0.001) to 15.5 + 0.3% (n = 5) and 16.5 = 0.3% (n = 6)
in IF control and STZ rats.

3.3. IPGTT. The paired difference between the glycemia at
min 30 and min zero of the IPGTT was comparable (P >
0.77) in control rats (6.31 + 0.62 mM; n = 48) and 5TZ rats
(6.68 + 1.15mM; n = 52).

The profile of glycemia during the IPGTT conducted in
control rats is illustrated in Figure 2. The total AUC averaged
in the IF and CR control rats, respectively, 94.0 = 3.9% (n =
16) and 96.1 = 2.8% (n = 17) of the mean corresponding
values recorded on the same day in the fed control rats
(100.0 + 5.0%; n = 15). None of these mean values differed
significantly from one another (P > 0.35 or more). However,
as documented by the data listed in Table 2, the incremental
AUC tended to be lower in IF and CR control rats than in
fed control rats. Thus, the values recorded in IF and CR
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Tasre 2: IPGTT glycemic data in control rats.
Rats Day Time zero (mM) Total AUC {mM-min) Incremental AUC (mM-min) (n)
10 512 +£0.59 1,027 £ 73 412 + 120 (5)
Control NF 20 521 =027 L177 = 121 552 = 104 (5)
29 6.44 + 0.38 998 + 104 225+ 77 (5)
10 5.79 £ 0.36 927 + 28 233+ 49 (6)
Control IF 20 6.16 = 0.42 1,014 £ 49 275+ 28 (5)
29 7.50 = 0.49 1,061 = 97 161 =113 (5)
10 6.54 +0.32 1,081 = 34 295 + 52 (5)
Control CR 20 6.21 £0.30 1,044 = 30 299 + 42 (6)
29 6.64 +0.74 959 + 56 160 + 75 (6)
NF IF CR
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Fieure 3: Glycemic profile during IPGTT conducted in NF (a), IF (b), and CR (c) STZ rats. Mean values (+SEM) refer to 15-20 individual

experiments.

control rats, respectively, averaged 59.1 + 15.3% (n = 16)
and 65.3 = 9.5% (n = 17) of the mean corresponding values
recorded on the same day in the fed control rats (100.0 +
15.1%; n = 15). Such a difference only achieved statistical
significance (P < 0.04) when comparing the overall mean
value recorded in both I[F and CR rats (62.3 = 9.5%; n = 33)
to that found in the fed control rats.

In the STZ rats, the results of the IPGTT were closely
comparable in 4 groups of NF animals examined 20 days after
the injection of streptozotocin or on day 10, 20, and 29 of the
final experimental period. Hence, these results were pooled
together. Likewise, the results of the IPGTT conducted on
day 10, 20, and 29 of the final experimental period were
pooled together in either the IF or CR STZ rats (Figure 3).
The time zero glycemia was lower (P < 0.007 or less) in IF
rats than in either NF or CR rats, no significant difference
(P = 0.24) being observed between the latter two groups
of STZ rats (Table 3). Likewise, the total AUC was lower
(P < 0.001) in IF rats than in either NF or CR rats, which

Tasre 3: IPGTT glycemic data in 5TZ rats.

Timezero  Total AUC ~ Imeremental
Rats (mM) (mM-min) AUC ()
} (mM -min)
NE 27.84 = 1.17 3,681 £ 155 279 = 153 (20)
IF 17.97 + 1.85 2,825+ 174 668 = 149 (15)
CR 2538 = .70 3,988 = 194 943 = 205 (17)

failed to differ significantly (P > 0.21) from one another.
The incremental area, however, was not significantly different
(P > 0.08 or more) in IF rats, as compared to either NF or CR
rats, being only significantly higher (P < 0.02) in the CR rats
than in the NF diabetic rats.

3.4. Plasma D-Glucose, Insulin Concentrations, and Insulino-
genic and HOMA Indices at Sacrifice. The plasma D-glucose
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TasLe 4: Plasma D-glucose and insulin concentrations at sacrifice.
Rats Plasma D-glucose (mM) Plasma insulin (#U/mL) Insulinogenic index (mU/mmol) HOMA (mM-pu/mL)
NF 8.61 = 0.88 (5) 38 +6(5) 8.63 = 2.08 (5) 336+ 73(5)
Control  IF 812+ 1.08(5) 32+2(5) 9.44 + 3,42 (5) 264 + 45 (5)
CR 7.80 = 0.72(6) 45+ 2(5) 14.61 = 4.51 (5) 336 + 68 (5)
NF 35.80 £ 2.47 (5) 16+2(5) 0.48 = 0.08 (5) 548 + 57 (5)
STZ IF 22.91 + 4.30 (6) 22+5(6) 1.17 £ 0.51 (6) 419 + 45 (6)
CR 26.35 + 4.20 (6) 25+5(6) 1.16 = 0.52 (6) 592 =129 (6)

concentration was about 3-4 times higher in STZ rats than in
control rats (Table 4). In the control rats, it was comparable
(P = 0.49 or more) in NF, IF, and CR animals (Table 4). In
the STZ rats, however, the overall mean value found in the
IF and CR animals (24.63 = 2.91; n = 12) was significantly
lower (P < 0.04) than that recorded in the NF 5TZ rats.

The plasma insulin concentration was about twice lower
in STZ rats than in control animals. In the latter animals, the
mean values recorded in either the IF or CR animals did not
differ significantly (P > (.26 or more) from that found in the
NF animals. Such was also the case (P > 0.15 or more) in the
S5TZ rats.

As illustrated in Figure 4, no significant correlation was
observed between plasma insulin and D-glucose concentra-
tion in the 15 control animals (r = +0.0416; P > 0.1),
whilst a highly significant negative correlation between these
two variables prevailed in the 17 STZ rats (r = —0.6892;
P < 0.004). Covariance analysis, however, indicated that the
two regression lines failed to differ significantly from one
another in either their slope (F = 0.567; f = 1,28; P > 0.25)
or elevation (F = 2.156; f = 1,28 P > 0.1).

The insulinogenic index was much higher (P < 0.001)
in control rats (10.60 + 1.84 mU/mmol; n = 15) than in STZ
animals (0.90+0.21 mU/mmol; n = 17). In each of these two
sets of rats, no significant difference was found between NF,
IF or CR animals. At the most, there was a trend (P < 0.09)
towards a higher value for the insulinogenic index in IF and
CR diabetic rats (1.17 + 0.34 mU/mmol; n = 12) than in the
NF STZ rats (0.48 + 0.08 mU/mmol; n = 5).

The HOMA index for insulin resistance did not differ
significantly in the 3 groups of control rats, with an overall
mean value of 312 = 35mM-pu/mL (n = 15). Such was
also the case in the STZ rats, with an overall mean value
of 518 = 51 mM-pu/mL (n = 17) significantly higher (P <
0.004) than that recorded in the control animals.

3.5. Pancreatic Islet Data. The release of insulin by islets
prepared from control rats and incubated for 90min at
8.3mM D-glucose averaged 87.3 + 12.7uUlislet (n =
40). As illustrated in Figure 5, the concentration-response
relationship for insulin output at increasing concentration of
the hexose was comparable in NF, IF, and CR control rats. At
the most, there was a trend towards higher mean values in
islets prepared from IF and CR control rats as distinct from
NF control rats and incubated at 2.8mM and 8.3mM D-
glucose. However, a significant difference between the mean
values recorded at each D-glucose concentration in each type
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Figure 4: Comparison between plasma insulin and D-glucose
concentrations found at sacrifice in control (closed circles and solid
line) and STZ (open circles and dashed line) rats. The two oblique
lines correspond to the regression lines.

of control rats (NE IF, and CR) was only observed once
(P < 0.02) among nine comparisons.

The final insulin content of the islets prepared from
control rats failed to differ significantly after incubation at
2.8, 8.3, or 16.7mM D-glucose. Pooling all available data,
it averaged, relative to the overall mean value recorded
in each experiment after incubation at the three hexose
concentrations, 96.0 + 5.5% (n = 39), 98.8 = 3.8% (n =
40), and 105.0 = 3.3% (n = 40) in islets first exposed to
2.8, 8.3, and 16.7mM, respectively. None of these mean
values differed significantly from one another. Likewise, no
significant difference was observed between the mean values
for the insulin content of the islets prepared from NF control
rats (347.2 = 18.0 uU/islet; n = 30) and either IF control rats
(303.0 = 14.0 gU/islet; n = 30) or CR control rats (385.1 =
16.4 uUlfislet; n = 29). In a further experiment conducted
in IF control rats, the insulin content again failed to differ
significantly from that recorded in the fed control rats after
incubation at either 2.8 or 16.7mM D-glucose. Only the
mean value found in this further experiment in the islets
from IF control rats after incubation at 8.3 mM happened to
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Figure 5: Insulin output by islets from NF control rats (open
circles), IF control rats (closed circles), and CR control rats (open
triangles) incubated at increasing concentrations of D-glucose. All
results are expressed relative to the overall mean values recorded
at the three concentrations of the hexose in each type of rats.
Mean values (+5EM) refer to 10 (NF and CR rats) or 20 (IF rats)
separate measurements, the SEM bar ending by an arrow whenever
it exceeded the space to the next mean value. The solid line refers to
the overall mean value recorded in the three groups of rats at each
hexose concentration.

be lower (P < 0.01) than that otherwise recorded under the
same experimental condition in the fed control rats.

The release of insulin (uUfislet per 90min) by islets
prepared from STZ rats averaged, at 2.8, 8.3, and 16.7 mM
D-glucose, respectively, 2.08 = 0.91 (n = 28), 4.01 = 1.01
(n = 36), and 7.18 = 1.70 (n = 36). It was thus significantly
higher (P < 0.02) at 16.7mM D-glucose than at 2.8 mM D-
glucose. As judged from the mean values for insulin output
and content measured in each experiment, the release of
insulin represented 32.7 = 11.7% (n = 4), 43.0 £ 19.4% (n =
5), and 62.6 + 32.1% (n = 5) of the final insulin content of
the islets after incubation at 2.8, 8.3, and 16.7 mM D-glucose,
respectively. The insulin content of the islets prepared from
STZ rats, expressed relative to the mean value found in each
experiment in islets first incubated at 8.3 and 16.7 mM D-
glucose (9.7 = L6 uUlislet; n = 70), averaged 165.5 = 27.8%
(n = 28) after exposure to 2.8 mM D-glucose, 105.1 = 20.1%
(n = 35) after exposure to 8.3 mM D-glucose, and 94.8 +
17.4% (n = 35) after exposure to 16.7mM D-glucose. Such
a progressive decrease in insulin content as a function of the
concentration of the hexose during incubation was validated
by the significant difference (P < 0.03) found between
the highest and lowest of these three percentages. In these
respects, no significant difference was observed between NE
IF and CR diabetic animals.

Both the insulin output and islet insulin content were
dramatically lower in STZ rats than in control animals. For

instance, over 90 min incubation at 8.3 mM D-glucose, the
mean insulin output by islets from STZ rats did not exceed
4.01 = 1.01 pU/islet (n = 36), as distinct from a mean value
of 87.3 + 12.7 uUlislet (n = 40) in control animals. Likewise,
after 90 min incubation at 2.8 mM D-glucose, the insulin
content of the islets did not exceed 5.9 + 1.3 yU/islet (n = 28)
in STZ rats, as distinct (P < 0.001) from 331.5 = 20.8 uU/islet
(n = 29) in control animals.

3.6. Islet Immunochemistry. The detection of insulin-
producing cells by the ABC-DAB technique yielded com-
parable images in NE IF and CR control rats (Figures
6(a), 6(b), and 6(c)). In the STZ rats, however, the same
technique revealed a severe decrease in insulin staining, such
a decrease being apparently most pronounced in the NF
animals (Figures 6(d), 6(e), and 6(f)). The immunodetection
of glucagon-producing cells, by a comparable ABC-DAB
technique is illustrated in Figure 7. In the NF, IE and CR
control rats, the glucagon-producing cells were typically
located at the periphery of the islets. In the STZ rats, however,
an apparently increased number of glucagon-producing cells
seemed to invade the center of the islets.

The relative value occupied by -cells in serial sections of
the whole pancreas did not exceed 0.20 = 0.05% (n = 9) in
STZ rats, as compared (P < 0.001) to 1.06 = 0.07% (n = 9)
in control animals. The values recorded in the IF and CR
control rats did not differ significantly (P > 0.23) from
those found in the NF control rats (Table 3). In the STZ rats,
however, both the relative and absolute values for f-cell mass
were higher (P < 0.07 or less) in IF than NF animals, such not
being the case when comparing CR and NF STZ rats. When
multiplied by the weight of the pancreas measured after
5min evaporation of formol, the total f-cell mass appeared
somewhat lower in IF control rats (5.7 + 1.3 mg; n = 3) than
in either NF control rats (11.1 = 1.5mg; n = 3; P < 0.05)
or CR control rats (9.6 = 1.0mg; n = 3; P < 0.08), with
an overall mean value (8.8 = 1.0mg; n = 9) one order of
magnitude higher (P < 0.001) than that recorded in the STZ
rats (1.5 = 0.4 mg; n = 9). In these experiments, the mean
pancreatic weight failed to differ significantly (P > 0.66)
in control animals (0.84 = 0.09g; n = 9) and 5TZ rats
(0.79 = 0.04 g; n = 9). In both cases, however, and relative to
the mean values found in NF animals (100.0 + 2.8%; n = 6),
those recorded in the IF rats (68.9 + 7.5%; n = 6) were
significantly lower (P < 0.02) than those measured in the CR
rats (99.9 + 8.0%; n = 6).

The latter data were in fair agreement with the direct
measurement of pancreas wet weight at sacrifice with a
paired ratio between the values obtained by direct measure-
ment at sacrifice and those reached after fixation averaging
97.7 = 4.2% (n = 17). Even when expressed relative to body
weight, the pancreatic wet weight at sacrifice represented in
the IF rats no more than 80.8 = 5.5% (n = 6; P < 0.06) of
that recorded in the CR rats (100.0 + 6.6%; n = 7) of the
same group (control or STZ rats).

As indicated in Table 6, the individual f-cell area aver-
aged in the STZ rats 135.8 + 5.2% (n = 60; P < 0.001)
of the mean corresponding value found in control animals
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Ficure 6: Immunodetection of insulin by the ABC-DAB technique in NF (a, d), IF (b, e), and CR (c, f) control (a, b, ¢) and STZ (d, e, f)
rats.
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Ficure 7: Immunodetection of glucagon by the ABC-DAB technique in NF (a, d), IF (b, e}, and CR (c, f) control (a, b, ¢) and STZ (d, e, f)
rats.
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TasLE 5: Relative and absolute values for total S-cell mass.

Relative volume Pancreas weight — f-cell mass
(%) (g (mg)
Control NF 1076 £ 0.73 (3) L03+0.06(3) 1L12+ 1.46(3)
Control IF 1039 £+ 2.04(3) 0.55+0.05(3) 567+ 1.28(3)
Control CR 1056 £ 0.70 (3) 092 +0.13(3) 958+0.95(3)
STZ NF 111 +008(3) 081=0.01(3) 0.590=0.06(3)
STZ IF 371+088(3) 068=0.03(3) 255+064(3)
STZ CR 1.31+0.55(3) 0.88=0.06(3) 120=+0.57(3)

Rats

TasLE 6: Individual S-cell and islet area.

Individual S-cell Individual islet

Rat
ats Sample area (um?) areas (mm? x10°)
Control NF 1 116.2 + 3.0 (10) 23.72 + 2.67 (10)
2 102.4 + 4.5 (10) 21.49 + 1.85 (10)
Control 1F 1 123.6 + 85 (10)  24.15 = 3.13 (10)
2 130.9 + 8.7 (10) 14.50 = 1.50 (10)
2
Control CR 1 119.5 + 8.3 (10) 23.30 + 2.69 (10)
2 117.3 + 6.7 (10) 24.12 = 1.61 (10)
STZ NE 1 157.1 £ 25.2(10) 1.11 £ 0.23 (10)
2 131.1 £ 11.9(10) 1.57 + 0.30 (10)
2
STZ IE 1 192.5 + 14.0 (10) 3.34 £ 0.55(10)
2 186.4 + 12.1 (10) 5.63 + 118 (10)
STZ CR 1 145.4 + 8.5 (10) 5.94 + 1.13(10)
2 156.8 + 8.4 (10) 420+ 1L18(10)

(100.0 = 2.3%; n = 60) exposed to the same feeding schedule
(NF, IF, or CR). Whether in control rats or STZ rats, the
mean f-cell area was significantly higher (P < 0.04 or less)
in [F animals than in NF and/or CR animals. Thus, relative
to the corresponding mean value found in the NF animals
of the same group (control or STZ), that is, 100.0 = 5.0%
(1 = 40), the values recorded in CR and IF animals averaged,
respectively, 107.0+3.1% (n = 40; P > 0.24) and 123.9+4.3%
(n = 40; P < 0.001), the latter mean value being also
significantly higher (P < 0.003) than the former one.

As also documented in Table 6, the individual islet area
represented in 5TZ rats 14.8 = 1.9% (n = 60; P < 0.001) of
that found in the control animals (100.0 = 4.5%; n = 60)
exposed to the same feeding schedule (NF, IF or CR). In the
control animals, such a mean islet area (expressed as mm? x
10%) was not significantly different in NF rats (22.6 = 1.6; n =
20), IF rats (19.3 + 1.9; n = 20), and CR rats (23.7 = 1.5; n =
20). In the STZ animals, however, it increased from 1.34 +
0.19 (n = 20) in the NF rats to 4.50 £ 0.69 (n = 20; P < 0.001)
in the [F rats and to 5.07 £ 0.82 (n = 20; P < 0.001) in the CR
rats, the latter two mean values failing to differ significantly
(P > 0.59) from one another.

Figure 8 illustrates the immunodetection of S-cells using
rhodamine-labelled secondary antibody, and Figure 9 the
immunodetection of apoptotic f-cells by the TUNEL pro-
cedure. In the control animals, the percentage of apoptotic
islet B-cells was comparable in NF, IE, and CR rats, with an

overall mean value not exceeding 4.31 = 0.10% (n = 15), as
distinct (P < 0.001) from 14.31 = 1.49% (n = 15) in STZ rats
(Table 7). In the latter rats, the values recorded in IF and CR
animals (11.45 + 0.76%; n = 10) appeared lower (P < 0.004)
than that found in the NF animals (20.03 + 2.90%; n = 5),
but the total number of f-cells examined in the NF STZ
rats (101 = 1 cells; n = 5) was much lower (P < 0.001)
than that examined in the IF and CR rats (663 + 62 cells;
n = 10). Incidentally, even the latter value remained much
lower (P < 0.001) than the total number of -cells examined
in the control animals (2, 236 = 161 cells; n = 15).

4, Discussion

In the light of a prior study conducted in sand arts [11-13],
the major aim of the present experiments was to investigate
the potential benefit of intermittent fasting in STZ-induced
diabetic rats. Parallel experiments were here conducted in
control animals.

As expected, the glycemia (or plasma D-glucose concen-
tration) and the total AUC during an IPGTT were much
higher in STZ rats than in control animals. Even the incre-
mental AUC during the IPGTT was higher (P < 0.006) in
STZ rats (608 + 105mM-min; n = 52) than in control
animals (287 = 29 mM-min; n = 48) despite a comparable
initial increment in glycemia 30 min after the injection of D-
glucose. Also, as expected, the plasma insulin concentration,
the insulinogenic index, the secretion of insulin by isolated
islets, their insulin content, the relative volume occupied by
the f-cells in serial sections of the whole pancreas and the
individual islet area were much lower in STZ rats than in
control animals. Incidentally, a positive secretory response
to D-glucose was still observed in isolated pancreatic islets
from STZ rats, this coinciding with a progressive decrease
in their final insulin content after incubation at increasing
concentrations of D-glucose. Such a decrease was not
observed, however, in pancreatic islets from control animals.
Last, the HOMA for insulin resistance and percentage of
apoptotic S-cells were also significantly higher in STZ rats
than in control animals.

In terms of morphological findings, there was, as a rule,
little to distinguish between NEF, IF, and CR control animals.
At the most, there was a trend (P < 0.02) towards a
higher individual f-cell area in IF than in NF control rats.
Moreover, the pancreatic wet weight and, hence, total f-cell
mass appeared lower (P < 0.04 or less) in IF control rats
than in NF control rats. A comparable situation (P < 0.02)
prevailed when comparing the pancreatic wet weight in IF
STZ rats and NF STZ rats.

In the STZ rats, the major other changes attributable
to differences in feeding schedule concerned, in terms of
morphological findings, the relative and absolute values for
B-cell mass, the individual f-cell and islet area and the
percentage of apoptotic fi-cells. In the [F STZ rats, the relative
and absolute values for §-cell mass, as well as the individual
B-cell area and islet area, were all higher than in NF STZ rats,
whilst the percentage of apoptotic cells appeared lower in IF
than NF STZ rats. In the CR STZ rats, comparable findings
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Figure 8: Immunodetection of insulin using rhodamine-conjugated secondary antibody in NF (a, d), IF (b, e), and CR (g, f) control (a, b,
¢)and STZ (d, ¢, f) rats.

Ficure 9: Detection of apoptotic S-cells by the TUNEL technique in insulin-stained pancreatic islet cells from NF (a, d), IF (b, ), and CR
(c, f) control (a, b, ¢) and STZ (d, e, f) rats.
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TasLE 7: Number and percentage of apoptotic S-cells.

Rats TUNEL plus Total cell Apoptotic
cell number number B-cells (%)
Control NF 113+ 14(5) 2452+325(5) 4.65=0.21(5)
Control IF T0+7(5) 1,732 = 152 (5) 4.02+0.10(5)
Control CR 107 £12(5) 2,525+219(5) 4.26 = 0.07 (5)
STZ NF 19+£2(5) 101 £ 17(5) 20.03 = 2.90 (5)
STZ IF 68 £5(5) 643 = 66/(5) 10.68 = 0.38 (5)
STZ CR  90+23(5) 683 = 113(5) 12.22 + 1.46 (5)

were restricted to the individual islet area and percentage of
apoptotic cells.

The much higher percentage of apoptotic fi-cells in STZ
rats, as compared to control animals, is likely attributable to
two major factors. First, the S-cell cytotoxic effect of STZ
should not be ignored. According to Morimoto et al. [22],
apoptosis of f-cells is already detected 6 hours after the
injection of STZ, even before the onset of hyperglycemia.
In this respect, it should be kept in mind that 3 to 14
days after STZ administration, infiltration of the islets by
mononuclear cells takes place, eventually resulting in the
removal of apoptotic cells by unspecific macrophages [23,
24]. Hence, the present data may well underestimate the
apoptosis index otherwise prevailing during the first days
after STZ administration. A second factor consists of the
hyperglycemia resulting from STZ administration, since in
vitro exposure of pancreatic islets to high concentrations of
glucose also induces -cell apoptosis [24].

The latter process may account, in part at least, for the
apparent differences between IF and CR STZ rats, in terms
of both relative S-cell mass and individual ff-cell area. Thus,
according to the data listed in Tables 3 and 4, the glycemia (or
plasma D-glucose concentration) after overnight starvation,
expressed relative to the mean corresponding values found
in NF 5TZ rats averaged in the IF STZ rats 64.9 = 5.7%
(n = 21), as distinct (P < 0.01) from 86.6 + 5.6% (n = 23)
in the CR STZ rats. The mean values for both the total and
incremental AUC during the IPGTT were also higher in CR
STZ rats than in IF STZ rats (Table 3). Such differences in
glucose homeostasis coincided with higher mean values for
both the relative volume of f-cells and their individual area
in [F STZ rats as distinct from CR STZ rats (Tables 5 and
6). Thus, the mean relative value of f-cells was almost twice
higher in IF than CR STZ rats, whilst the mean individual f5-
cell area represented in the IF STZ rats 125.4 + 6.0% (n = 20;
P < 0.002) of that found in CR 5TZ rats (100.0 = 4.0%; n =
20). Despite the vastly different magnitude of the IF/CR ratio
for these two variables, the difference between CR and IF 5TZ
rats remained highly significant (P < 0.005) when pooling
together the results recorded for each of these variables.

The individual f-cell area was also always significantly
higher in 5TZ rats than in control animals exposed to the
same dietary schedule (Table 6). These converging findings
concerning differences in individual f-cell area as a function
of glucose tolerance are reminiscent of the hypertrophy
of f-cells found either in vitro after exposure to a high
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concentration of D-glucose [25] or in vivo in rats which
became hyperglycemic after partial pancreatectomy [26] and
currently ascribed to a compensatory mechanism in residual
B-cells no more susceptible to undergo mitosis [27].

The latter consideration is not meant to deny that in
addition to S-cell hypertrophy, an increase in ff-cell number,
possibly attributable to transdifferentiation of glucagon-
producing to insulin-producing cells [28, 29], may partici-
pate in the difference in relative or total f-cell mass between
NF and IF STZ rats, as also suggested by the total cell
numbers listed in Table 7.

A beneficial effect of intermittent fasting from 5p.m.
to 8a.m. in STZ rats was documented by a decrease in
glycemia at time zero of the IPGTT, a decrease in the total
glycemic AUC during the IPGTT, a lower plasma D-glucose
concentration at sacrifice after overnight starvation, and a
trend towards a higher plasma insulin concentration and
insulinogenic index and a lower HOMA index at sacrifice.
For the latter three variables, the geometric means of the rel-
evant variable (plasma insulin concentration, insulinogenic
index, and inverse of HOMA index) yielded a significant
difference (P < 0.025) between NF (100.0 + 6.9%; n = 15)
and IF (164.4 + 29.5%; n = 18) STZ rats. Furthermore, no
significant adverse effect of intermittent fasting (P > 0.49)
was observed in terms of the changes in body weight of the
STZ rats over the 30 days final experimental period, when
comparing NF animals (-12.4 = 2.8g; n = 5) to IF rats
(—18.8+79g n=6).

A different situation prevailed in the calorie-restricted
STZ rats. No statistically significant beneficial effects of
caloric restriction in the STZ rats was observed when com-
paring NF to CR diabetic animals. Moreover, the decrease in
body weight observed in the STZ rats during the final 30 days
experimental period was 2.5 to 3.8 times higher (P < 0.001)
in CR rats than in IF and NF animals, respectively.

Even in control rats, the gain in body weight was
much lower in CR animals than in IF ones (Figure 1). This
coincided with lower mean values for the plasma insulin
concentration, insulinogenic index, and HOMA index in IF
control rats than in CR control rats examined at sacrifice
after overnight starvation (Table 4). Thus, for these three
variables, the values recorded in IF control rats averaged
71.6 = 8.6% (n = 15; P < 0.06) of the mean corresponding
values found in CR control rats (100.0 £ 11.5%; n = 15).
Since such distinctions between IF and CR control rats could
not be ascribed to any difference in either food intake or
the responsiveness to D-glucose of isolated pancreatic islets
incubated in vitro, they suggest a more stressful situation in
CR control rats than in IF control animals. To a large extent,
a comparable situation may prevail in CR as distinct from IF
diabetic animals.

In conclusion, therefore, the present study allows to
extend to streptozotocin-induced diabetic rats, the proposal
that intermittent fasting exerts a beneficial effect on glucose
tolerance [11-13]. In our opinion, such a dietary approach
merits to be also considered as a possible approach to
prevent or minimize, if not correct, disturbances of glucose
homeostasis in human subjects.
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