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Introduction

Introduction

Plus de 100 millions de personnes sont atteints dans le monde de diabéte de type 2 (DT2) (1)

Sa physiopathologie est encore loin d’étre ¢lucidée, mais il est a présent reconnu que le
déséquilibre glycémique des patients diabétiques de type 2 est la résultante de deux anomalies
interdépendantes:

e une altération de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose par les cellules B8 du pancréas
endocrine, et

e une diminution de la sensibilité tissulaire (muscles squelettiques, tissu adipeux blanc et foie
aux effets de I’insuline (insulino résistance).

Le diabéte et les complications associées représentent un probléme majeur de santé publique
croissant a travers le monde. Le traitement du diabéte ne restaure que rarement un équilibre
glycémique parfait.

Les complications oculaires, rénales, cardiovasculaires et la neuropathie liées aux diabétes sont
pour I’essentiel consécutives au déséquilibre glycémique persistant.

L’homocystéine est reconnue comme un facteur de risque cardiovasculaire ; elle est plus élevée
chez les diabétiques non insulinodépendants (DNID auparavant) non compliqués que dans la
population générale.

Au moment ou ce travail a débuté, en Mars 2017, il était connu déja que 1’accumulation de
I’homocystéine dans le sang a des concentrations trés importantes provoque les complications
vasculaires chez le diabétique de type 2 (DNID). Or des valeurs trés €levés d’homocystéine dans
le sang d’un patient, sont la résultante d’une synergie des plusieurs facteurs, génétiques y
comprit.

Selon les données de la littérature une hyperhomocysteinemie est due a un déficit au niveau de
de la flavoprotéine dimérique 5,10—méthylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR), qui est une
enzyme NADPH dépendante, qui catalyse la réduction du 5,10-MTHFR, le principal donneur de
carbone dans la biosyntheése nucléotidique, en 5S-MTHFR, qui est la forme prédominante des
folates et le donneur du radical méthyl dans la réaction de la reméthylation de I’homocystéine en

méthionine.(2)

C’est dans ce contexte que nous avons tracé comme objectifs pour notre étude :
v Réaliser 1’étude moléculaire du géne MTHFR sur notre population de diabétiques
compliqués et, t€émoins suppose€s sains
v’ Etablir la fréquence du polymorphisme MTHFR au sein de la population de patients

présentant un diabete de type2 compliqué de I’est Algérien.

v
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v" Rechercher la relation entre le polymorphisme du géne MTHFR (C677T) et la survenue

d’un diabéte de type 2 et /ou ses complications.

.
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Partie Bibliographique Chapitre 1 : Diabete de type2

1. Définition du diabéte type 2

Le diabéte est définit par une hyperglycémie chronique : une glycémie a jeun supérieur a
1,26 g/ 1 (7Tmmol/L) ou une glycémie a n’importe quel moment de la journée supérieure a 2g/1
(11, I mmol /1), ou encore une glycémie a la deuxieme heure de I’hyperglycémie provoquée

par vois orale (HPGO) supérieure ou égale a 2g /1, et ce a deux reprises.

Si le diabéte est symptomatique (polyurie- polydipsie-amaigrissement), une seule glycémie

supérieure a 2g /1 a n’importe quel moment de la journée suffit a affirmer le diagnostic. (3)

Le diabéte de type 2 (autrefois appelé diabéte non insulinodépendant) est la forme la plus
fréquente du diabéte sucré, environ dix fois plus fréquent que le diabéte de type 1. Sa
prévalence augmente nettement dans les pays industrialisés mais aussi dans les pays en voie
de développement. Les facteurs génétiques jouent un réle majeur dans 1’apparition de ce type
de diabete, bien plus important que dans le diabéte de type 1.plusieurs geénes sont en regle

impliqués. (4)
2. Historique

Le diabéte est signalé dés la plus haute antiquité. Ainsi le papyrus découvert a Theébes, daté
de 1550 avant J.-C. et acheté¢ par Hebers fait mention d’une maladie caractérisée par
L’abondance anormale des urines (polyurie). Le terme « diabéte » proprement dit est attribué
a Demetrios d’Apnée (275 environ avant J.-C.) et dérive de « diabainen » « qui passe a
travers », désignant ainsi la fuite des urines qui ne sont pas retenues. Le terme latin« diabéetes
» est du a Arétée de Cappadoce (premier siecle apres J.-C.) a qui 'on doit aussi une

description de la maladie.

Les Arabes décrivent €¢galement les personnes présentant une polyurie et aussi la notion
"d’urine sucrée ", selon ce qu’il a été rapporté dans les encyclopédies " Lissan El Arab " et"El
Kamous El Mouhit". Au Véme siecle de ’'Hégire (Xeme siecle apres J.C.), Ibn Sina puis
ElRhazi décrivent la maladie diabétique de fagon remarquable et énoncent les premicres

mesures diététiques.

C’est a I’Université de Strasbourg, en 1886, qu’Oscar Minkowski et Joseph Von Mehring
Découvrent le role du pancréas. L’ablation du pancréas (ou pancréatectomie) chez le chien est
Suivie d’un diabéete, ce diabéte étant corrigé par la greffe de pancréas. Il faut attendre 1921

Pour que soit faite la découverte majeure, celle de I’insuline. En 1959 la méthode
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radioimmunologique, et le dosage de I’insuline dans le plasma ont permis de distinguer les
diabétes ou I’insuline fait complétement défaut (diabete de type 1 ou insulinodépendant) de
ceux dont la carence en insuline n’est que partielle (diabéte de type2 ou non

insulinodépendant). (5)
3. Epidémiologie

Selon 1’Organisation mondiale de la Sant¢ (OMS), en 2016 : « Le nombre de personnes
vivant avec le diabéte a pratiquement quadruplé depuis 1980, s’élevant a 422 millions
d’adultes, dont la plupart vivent dans des pays en développement. Le surpoids et 1’obésité

constituent des facteurs a I’origine de cette augmentation spectaculaire, a annoncé ».

Le nombre de personnes vivant avec le diabéte ainsi que la prévalence de la maladie
augmentent dans I’ensemble des régions du monde.

e En 1980, 108 millions de diabétiques (4,7 %).

e En 2008, le nombre de diabétiques au Pays du Maghreb a 12% de la population totale.

e En 2012, le diabéete était a I’origine de 1,5 million de déces. Un taux de glycémie plus
¢levé que le niveau optimal a provoqué 2,2 millions de déceés supplémentaires, en
augmentant les risques de maladies cardiovasculaires et d’autres affections.

e En 2014, 422 millions d’adultes (ou 8,5 % de la population) étaient atteints de diabete,
plus d’un adulte sur trois agé de plus de 18 ans était en surpoids et plus d’un sur dix était

obese. (6)

En Alggérie, la prévalence du diabéte a considérablement augmenté pour passer de 8% en 1998
a 16% en 2013 .Cette augmentation inquiétante, prouvée par plusieurs études menées en
Algérie durant les 15 dernieres années, a incité les spécialistes a tirer la sonnette d’alarme sur

la progression inquiétante de cette pathologie qui pose un sérieux probléme de santé publique.

L'étude, dirigée en 1998 par des internistes au CHU de Sétif, avait démontré a I'époque

que le taux d'atteinte du diabete de type 2 chez les sujets agés entre 30-64 ans, était de 8 %

Une étude similaire réalisée par le ministére de la Santé, en coopération avec
'Organisation mondiale de la santé (OMS) en 2003 sur la tranche d'age 25-64 ans a révélé un
taux de prévalence globale de 8 %. La prévalence urbaine était de plus de 10 % et rurale de

plus de 7 %.
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Une autre étude qui a été réalisé en 2005 sur un échantillon de pres de 8 000 sujets agés entre
55 et 59 ans a Tlemcen, a estimé le taux de prévalence globale a plus de 10%. La prévalence

urbaine était de 15% et rurale de 12 %. (7)

En 2008, une récente étude réalisée dans la wilaya de Msila sur un échantillon de plus de
1000 personnes agées entre 30 et 64 ans a révélé que le taux de prévalence du diabéte de type
2 a atteint 16 %. Le taux de prévalence est, selon les résultats de plusieurs études, en

augmentation constante.

Par ailleurs, 1’endocrinologue au CHU de Constantine qui a participé a un dépistage
réalisé en 2012 au niveau des établissements publics de santé de proximité de la wilaya de
Mila et présenté en 2013 a révélé que plus de 14% des personnes ayant subi un diagnostic,

sont exposées au risque d’atteinte. (8)

]
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4. Physiopathologie du diabéte type 2

L’hyperglycémie a jeun et postprandiale du patient DT2 est la résultante de deux anomalies

interdépendantes :
- la diminution de la sensibilité des tissus-cibles a I’insuline (insulinorésistance) et,
-I’altération de la capacité des cellules B a sécréter I’hormone.

Le développement des connaissances sur la maladie font du dysfonctionnement des cellules 3
I’¢lément-cl¢ de la détérioration de 1’équilibre glycémique. La capacit¢ d’adaptation
(plasticité) anatomique (nombre et volume des cellules) et fonctionnelle (quantité d’insuline
sécrétée et cinétique de la sécrétion de ’hormone) des cellules f aux besoins en insuline de
I’organisme est impressionnante. Elle garantit un contréle optimal de 1’homéostasie
glucidique. On comprend donc qu’un défaut de plasticité¢ des cellules B, surtout chez des
sujets ayant une demande insulinique supérieure a la normale du fait de 1’insulinorésistance,
concoure au développement du DT2. Il est ainsi indéniable que 1’équipement en cellules f3
fonctionnelles (masse fonctionnelle) est altéré chez le sujet DT2 et qu’il se dégrade au cours
de I’évolution de la maladie. Cette dégradation est largement liée a la détérioration de
I’environnement métabolique de la cellule B résultant de I’hyperglycémie et de
I’hyperlipidémie (glucolipotoxicité). Dans ces conditions, il est logique que les approches
thérapeutiques futures du DT2 intégrent la nécessité d’augmenter la masse fonctionnelle § en

ciblant les mécanismes de sa détérioration. (9)

4.1. L’insulinosécrétion
L’insulinosécrétion chez le DT2 est caractérisée par 1’effondrement de la réponse initiale
« pic précoce » au glucose, et par la réduction de la réponse maximale aux stimulations,

réduction qui peut aller jusqu’a 80 % dans le DT2 « avancé ». (9)

Chez les sujets atteints de DT2, des concentrations anormalement élevées d'acides gras ont été
mises en évidence, et 1 'oxydation hépatique accrue des acides gras pourrait stimuler la

néoglucogenese en fournissant 1'énergie et les cofacteurs nécessaires a son fonctionnement.

(10)
> L’insuline

L’insuline est une hormone anabolique qui favorise la mise en réserve du glucose, des
acides gras et des acides aminés (11). Est un polypeptide de taille plutét modeste, d’un poids
moléculaire d’environ6 kDa. C’est un hétérodimeére constitué de deux chaines

polypeptidiques, la chaine A et la chaine B, reliées entre elles par deux ponts disulfures. Dans
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la plupart des especes, y comprit 1’espéce humaine, la chaine A comporte 21 acides aminés et
la chaine B en comporte 30. Un pont disulfure intracaténaire relie les acides aminés 6 et 11 de
la chaine A. Sa production et sa sécrétion par les cellules 3 du pancréas endocrine sont trés

étroitement controlées. (12)

L’insuline est synthétisée sous la forme d’une prohormone plus grosse. Le géne de ’insuline
est situé sur le bras cours du Chromosome 11chez les étres humains. Il contient 2 introns et

3exons.

Les effets physiologiques de I’insuline sont étendus et complexes. L’effet hypoglycémiant
est le mieux connu, mais I’insuline et aussi d’autre effets sur le transport des acides aminés et
des ¢électrolytes, sur de nombreuses hormones et sur la croissance .1’effet net de I’hormone est

la mise en réserve de glucides, de protéines et de graisses. (11)

Chaine A TS—S*‘
Gly-lle-Val-Glu-Gin-Cys-Cys-Thr-Ser-lle-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gin-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn
1234 56 | 8 9101112131415 16 17 1819/ 21
S S
Chaine B S ,S
\ |

Phe-Val-Asn-GlIn-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr
1 2 3 4 5 6 7 8 91011121314 151617 18 19 21 20 22 23 24 25 26 27 28 29 30

FigureNel Structure de ’insuline humain (11)

> Les anomalies de l'insulinosécrétion

Sont toujours observées au cours du DT2. Elles portent tant sur des aspects quantitatifs
(appréciés par l'insulinémie basale ou en réponse a divers stimuli physiologiques de la
sécrétion d'insuline) que qualitatifs (disparition de la phase précoce de 1'insulinosécrétion
apres administration intraveineuse de glucose, altération de la potentialisation par le glucose
des effets d'autres sécrétagogues, altération de la pulsatilité de l'insulinosécrétion; De plus,
dans la plupart des cas, les méthodes de dosage immunologique de 1'insuline reconnaissent
¢galement la pro-insuline (cross-réactivité des anticorps), et il a ét¢ montré que le rapport pro-
insuline/insuline est plus élevé chez le sujet atteint de DT2 que chez le sujet normal.
Cependant, ces réserves n'affaiblissent pas, au contraire, la réalit¢ d'une perturbation de

l'insulinosécrétion au cours du DT2. (10)

)
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» GLUT2 (glucose transporteur 2) a une expression limité au foie, au rein, il participe a
la régulation capture-libération du glucose par cet organe; dans la cellule-
pancréatique, il est impliqué dans le contrdle de I’insulinosécretion en réponse au
glucose. (13)

GLUT 2 dans la nomenclature actuelle, qui permet un équilibre rapide entre les
concentrations extra- et intracellulaires. Le glucose-6-phosphate ainsi produit peut
alors activer la synthése de glycogéne et la glycolyse par effet de masse ou par des
mécanismes allostériques. Une diminution de l'activité¢ de la glucokinase entrainera
donc une cécité, hépatique au glucose. Lorsqu'il existe une carence absolue en
insuline, il est facile d'expliquer une augmentation de la production de glucose.
Lorsque les concentrations absolues d'insuline sont normales, et en dehors des
problémes liés aux récepteurs de 1'insuline, 1'existence d'une hyperglucagonémie tout
au long de la journée chez le sujet atteint de DT2 , en s'opposant aux effets de
l'insuline, contribuer a l'augmentation de la production de glucose. Par ailleurs, chez
les sujets atteints de DT2, des concentrations anormalement €levées d'acides gras ont
été mises en évidence, et l'oxydation hépatique accrue des acides gras pourrait
stimuler la gluconéogenése en fournissant 1'énergie et les cofacteurs nécessaires a son

fonctionnement. (10)

v Altération de GLUT-2

En résumé, le transporteur de glucose Glut-2 apparait jouer deux rdle essentiels,
d’importances relatives variables chez ’homme et la souris. Chez ’homme, Glut-2 apparait
avant tout comme un transporteur indispensable a la fonction des cellules ayant a sécréter du
glucose dans la circulation sanguine, et son déficit entraine donc une glycogénose, le glucose

non sécrété étant détourné vers 1’accumulation de glycogéne. (14)

» Perte de la masse des cellules 8
La plasticité du pancréas endocrine peut se définir comme sa capacité a adapter la masse des
cellules B (en l'augmentant ou en la diminuant) aux modifications de la demande insulinique,
pour garantir un contrdle optimal de I'homéostasie glucidique. (15)
La carence en insuline, en regard des niveaux glycémiques, est liée a des troubles de la
cellule Béta de I'illot de Langerhans, qui sont aggravés par [’hyperglycémie elle-
méme «glucotoxicité» par les taux élevés d’acides gras circulants « lipotoxicité ». On constate

de facon non constante des dépdts de substances amyloides dans les ilots de 50 % au moment

du diagnostic de diabete). (16)
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» Effet du glucose : la glucotoxicité

Le glucose est non seulement un régulateur indispensable de la sécrétion d'insuline mais, il
est également un stimulant puissant de la croissance des cellules B et peut-étre un agent
protecteur vis-a-vis de I'apoptose. De maniére plus générale, il est nécessaire au
développement de la masse des cellules insulaires et probablement & son maintien a l'dge
adulte. Cependant, depuis quelques années, est apparu le concept de la glucotoxicité selon
lequel I'exposition prolongée des cellules B a une concentration trop €levée de glucose aboutit
a un dysfonctionnement de la cellule endocrine qui devient progressivement insensible au

glucose selon un processus en partie irréversible.

L’amyline, constituant essentiel des dépots amyloides, augmente le processus d'apoptose des
cellules humaines et murines. On sait depuis longtemps que l'infiltration des flots de
Langerhans par 1'amyline est caractéristique des lésions des 1lots de Langerhans dans diabete
de type 2 et son role possible dans l'altération de la sécrétion d'insuline est souvent évoqué.
Chez le sujet diabétique, la sécrétion d'amyline est augmentée et conduit fréquemment a la
formation de dépots amyloides. Lorenzo ef al. Laissent penser dans leur conclusion que, dans
le diabéte de type 2, les dépots amyloides pourraient étre a l'origine d'une diminution du
nombre des cellules B par induction du processus d'apoptose. Fait notable, qui fortifie cette
hypothese, 1'exposition d'llots murins et humains cultivés in vifro a une concentration élevée

de glucose augmente le contenu insulaire en précurseurs du polypeptide amyloide. (15)

v Peptide amyloide

Hormis [D’insuline, d’autres protéines peuvent s’accumuler dans le RE (réticulum
endoplasmique) et causer un stress. C’est le cas de 'IAPP (islet amyloid polypeptide), qui est
co-exprimée et co-sécrétée avec I’insuline, et dont ’accumulation sous forme d’oligomeres

induit un stress du RE et une apoptose des cellules B. (9)

v Effet des lipides : la lipotoxicité

Nécessaires, en concentration normale, au bon fonctionnement des cellules B, au maintien
de la masse insulaire et a la plasticit¢ du pancréas endocrine, ils deviennent pathogénes
lorsque leur concentration s'accroit anormalement et reste ¢levée de maniere chronique. Il

semblerait aussi, mais ce point reste discuté, que leurs effets indésirables soient limités, s'il
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n'existe pas d'anomalie latente de la fonction pancréatique et qu'ils ne s'expriment pleinement

que chez des individus présentant une prédisposition génétique au diabete. (15)

Lorsque les ilots de Langerhans sont exposés de manic¢re chronique a des concentrations
¢élevées d’acides gras, comme c’est le cas chez les sujets présentant un diabéte de type 2, des
triglycérides s’accumulent dans les cellules B et produisent une inhibition de la sécrétion
d’insuline en réponse au glucose ainsi qu’une lipotoxicité qui conduit a la destruction des
cellules par apoptose. A I’examen anatomopathologique, la présence de vésicules lipidiques &
I’intérieur des cellules B des ilots a été observée chez des diabétiques de type 2, suggérant que
la lipotoxicité pourrait rendre compte de la disparition des cellules B observée chez les
diabétiques de type 2 passant d’un ¢état d’insulinorésistance compensé a un état

d’insulinorequérance. (17)
4.2 L’insulinorésistance

C’est une réduction des actions de I’insuline au niveau de ses tissus cibles Ceux-ci sont
constitués par le foie, le muscle squelettique et le tissu adipeux(18). Le principal site de
I’insulinorésistance est le muscle, dans lequel le défaut est localisé en aval du récepteur de
I’insuline, au niveau de la voie métabolique non oxydative du glucose, la syntheése de
glycogeéne. Les autres sites d’insulinorésistance sont 1’adipocyte et le foie. Au niveau de
I’adipocyte, I’incapacité de I’insuline a inhiber la lipolyse est responsable d’une augmentation
des concentrations plasmatiques des acides gras libres, qui stimulent la néoglucogénése, la
synthése des triglycérides et la production glucosée hépatique. Préférentiellement utilisés par
le muscle, les acides gras libres plasmatiques y diminuent le captage et le catabolisme du
glucose, et altérent I’insulinosécrétion. L’insulinorésistance hépatique rend compte, du fait
d’une moindre «freinabilité» de la production glucosée hépatique, d’un débit de glucose

inapproprié¢, méme en présence de ’hyperglycémie. (11)

En ce qui concerne les bases moléculaire de I’insulinorésistance, les modeles animaux
d’insulinorésistance ont permis de mettre en évidence certaine anomalies des premieres étapes
de l’action de [D’insuline .chez la souris obese diabétique (ob/ob) par exemple, la
phosphorylation du récepteur de I’insuline est diminuée de 50% et celle d’IRS-1(substrat
majeur du récepteur de I’insuline) est de 80% parallelement a une diminution de plus 90% de
la stimulation de I’activité de la PI 3-kinase par I’insuline .ainsi ,dans ce mod¢le ,il existe des

anomalies de ces trois étapes précoce de la traduction du signale de I’insuline .(13)

<
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v Anomalies dans [’action de l'insuline, role de la sérine phosphorylation d’IRS-1 dans la
réegulation négative du signal insulinique

La résistance a I’insuline, combinée avec un défaut de sécrétion d’insuline, contribues au
développement du diabete de type 2. L’insulinorésistance se caractérise par une diminution de
I’effet de DI’insuline sur le transport de glucose dans les muscles et les adipocytes. La
phosphorylation d’IRS-1 sur des résidus de tyrosine et sa liaison a la phosphatidylinositol 3-
kinase sont nécessaires a la stimulation du transport de glucose par I’insuline. Des
modifications du niveau de phosphorylation d’IRS-1 sur des résidus de sérine est un des
mécanismes pouvant conduire a une diminution de sa phosphorylation sur des résidus de
tyrosine et a une diminution du transport de glucose. Des facteurs diabétogeénes comme les
acides gras libres, le TNfa (facteur de nécrose tumorale), 1’hyperinsulinémie et différents
stress, augmentent la sérine phosphorylation d’IRS-1 sur 3 résidus différents : les sérines 307,
612 et 632. De plus de nombreuses sérine/thréonine kinases phosphorylent ces trois résidus de
sérine. Ces résultats récents suggerent qu’une augmentation de la sérine phosphorylation

d’IRS-1 puisse étre une caractéristique des €tats d’insulinorésistance. (19)

v GLUT4

Dans le muscle, le transporteur de glucose majoritaire est le méme que celui du tissu
adipeux GLUT 4 (Le transporteur de glucose 4) et l'insuline semble la encore agir par
translocation du transporteur vers la membrane plasmique. Chez 'homme, les résultats sont
actuellement contradictoires en ce qui concerne l'expression de GLUT 4 dans le DT2 puisque
celle-ci a été trouvée normale dans certaines études et diminuée dans d'autres. Chez I'homme
non diabétique, la capacité de l'insuline a stimuler le captage musculaire de glucose est
proportionnel a ’activation du glycogene synthase. Cette activation est, pour une raison qui
reste a éclaircir anormale dans le DT2 et de fagon plus générale, chez les sujets
insulinorésistants L'oxydation musculaire du glucose est controlée par le pyruvate
déshydrogénase, une enzyme mitochondriale dont l'activité est diminuée par des
concentrations élevées des produits des 1'oxydation mitochondriale des acides gras. Chez le
sujet atteint de DT2, I'augmentation de 1'oxydation des acides gras pourrait donc entrainer une
diminution de l'oxydation du glucose. L'intérét récent concernant l'amyline a également
trouvé un écho dans 1'étude de la résistance périphérique a l'insuline. Chez I'animal, 1'amyline
peut entrainer une diminution marquée des effets périphériques de l'insuline. Toutefois, les
concentrations circulantes dans le DT2, de I'ordre de 2 a 4 uM, sont tres faibles par rapport
aux concentrations efficaces (de l'ordre du nM) permettant de s'opposer aux effets de

l'insuline. En outre, il n'existe pas de différence marquée dans les concentrations circulantes
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d'amyline entre des sujets témoins et des sujets atteints de DT2, que ce soit a 1'état basal ou a
la suite d'un repas glucidique. La résistance a 1' insuline chez les sujets atteints de DT2 ne
peut expliquer a elle seule I'apparition du diabéte. En effet, il existe un certain nombre de
situations ou l'on trouve une insulinorésistance comparable (obésit¢) ou beaucoup plus
marquée (anomalie génétique du récepteur de 1'insuline) sans hyperglycémie postabsorptive.
C'est donc la combinaison d'une insulinorésistance et d'un déficit de sécrétion d'insuline qui

détermine l'apparition du DT2. (10)

v' Les acides gras libres

Les lipides circulants sont souvent €élevés dans le diabéte de type 2 et sont également un
facteur déterminant de l'insulinorésistance. Ainsi les AGL diminuent le captage musculaire de
glucose et augmentent sa production par le foie. Le vieillissement favorise également le
développement d'un diabéte de type 2 car la diminution de la masse musculaire est

responsable d'une augmentation des besoins en insuline. (15)

5. Facteurs de risque
v L’obésité (20)

L’obésité, en particulier ses formes séveres, est 1’un des principaux facteurs de risque de
diabéte de type 2. Par ailleurs, I’explosion de I’épidémie d’obésité infantile s’accompagne de
I’apparition de formes précoces de diabéte de type 2, avec un syndrome métabolique et une
intolérance au glucose détectables dés 1’adolescence. Ces données suggerent 1’existence de
déterminants moléculaires primitifs communs entre obésité sévere et précoce et diabéte de
type 2, qui partageraient une insulinoresistance génétiquement déterminée. Dans ce contexte,
I’identification sur la région chromosomique 6q liée a la <diablerie>>, du
gene ENPPI codant pour un inhibiteur du récepteur de 1’insuline, dont des variants codants et
non codants contribuent au risque génétique de cette affection, est un pas vers la dissection
génétique des obésités les plus diabétogenes. Ces résultats ouvrent des perspectives nouvelles
vers le profilage génétique et biologique des adolescents obéses, dans une optique de

prévention et de traitement de la < diabéte >> et de ses complications vasculaires. (19)

v' L’ige (21)
Bien que 1’4ge ne soit pas a proprement parler un facteur d’enivrement, la prévalence et
I’incidence du diabéte de type 2 augmentent en fonction de 1’avancement en age .cette

évolution pourrait correspondre a un phénomeéne Natural physiologique faisant partie

<]
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intégrante du processus de vieillissement, et alors s’expliquer par une insulinorésistance des

tissus périphériques augmentant progressivement avec 1’age.

v' Facteurs nutritionnels (21)

Une alimentation hypercalorique ne participe a 1’éclosion d’un diabéte que lorsqu’elle
provoque une obésité. On a toutefois incriminé 1’effet spécifique de deux nutriments : d’une

part I’exces de sucres (saccharose), d’autre part 1’insuffisance de fibres alimentaires.
v Lestress (21)

Si les sociétés développées se caractérisent par une alimentation et une sédentarité accrues,
il est vraisemblable que la situation d’agression y est plus fréquente. Cela est bien
é¢videmment tres difficile a chiffrer et ’influence du stress dans 1’accroissement de la

prévalence du diabéte dans ce type de société est purement spéculative.
6. Les complications

Le diabéte se complique parfois d’acidose et de coma et avec le temps, d’autre
complications surviennent, notamment des atteintes micro-et macro vasculaire et de
neuropathies. les anomalies micro vasculaire comprennent des Iésions prolifératives de la
rétine (rétinopathie diabétique) qui peuvent aboutir a la cécité et une atteinte rénale
(néphropathie diabétique) conduisant a un défaut de fonctionnement des reins .les anomalies
macro-vasculaires résulte d’une accélération de 1’athérosclérose , elle-méme secondaire a
I’augmentation des LDL (low density lipoprotein) plasmatique. Ceci entraine une fréquence

accrue d’accidents vasculaires cérébraux et infarctus du myocarde.

Les anomalies neuropathiques (neuropathie diabétique) touchent le systéme nerveux
autonome les nerfs périphérique au niveau des extrémités, 1’association de la neuropathie, de
I’insuffisance circulatoire athérosclérotique et d’une moindre résistance aux infections peut

provoquer des ulcérations chroniques et la gangréne notamment au niveau des pieds. (9)

6.1. Les complications métaboliques

v' L’acidocétose

L’acidocétose diabétique est une complication du diabéte qui peut étre fatale pour le patient.
Elle correspond a une augmentation de 1’acidité du sang, entrainant une déshydratation, des
nausées, des vomissements ainsi que des douleurs abdominales. En I’absence de prise en

charge, les symptomes peuvent évoluer vers une détresse respiratoire et aboutir au coma. (22)
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v' Coma Hyperosmolaire

Le coma hyperosmolaire survient dans les cas ou la glycémie est trés élevée, et est souvent
associée a une infection. Il se caractérise par une déshydratation massive associée a une

diminution de la pression artérielle pouvant aussi aboutir au coma. (21)

Il s'agit de la décompensation classique du sujet agé diabétique de type 2, ou inaugural du
diabete, lorsque la polyurie a été compensée par des boissons sucrées ou insuffisamment
compensée (role de 1'inaccessibilité aux boissons). Ce coma induit 20 a 40 % de mortalité

chez le sujet agé. Les signes cliniques sont :

- la déshydratation intense avec des troubles de la vigilance qui sont parfois révélateurs d'un

diabete de type 2 méconnu.

-Etat d’hyperosmolarité (osmolarité supérieure a 350 mmol/l) provoquée par une

Hyperglycémie majeure. (24)
v’ L’acidose lactique

Est due a ’accumulation d’acide lactique entrainant une acidose métabolique. Elle survient
chez le diabétique agé, sous la double influence : d’une cause d’hypoxie : insuffisance
cardiaque ou respiratoire, d’une accumulation de biguanides : posologie excessive chez un

insuffisant hépatique ou rénale(ou lors d’une exploration radio-iodée). (24)

I1 s’agit d’une complication exceptionnelle mais redoutable. Elle requiert 1’existence d’une
situation d’hypoxie tissulaire grave (insuffisance cardiaque, hépatique, voire rénale) et
d’autres facteurs dont la prise de Biguanide. Ceci contre indique 1’administration de cette
Famille d’antidiabétiques oraux, en cas d’insuffisance cardiaque ou hépatique importante et

d’insuffisance rénale. (16)

6.2. Les complications dégénératives

- Rétinopathie diabétique

La rétinopathie correspond a une perte progressive de la vision consécutive a |’atteinte des
vaisseaux sanguins de la rétine. Il s’agit de la complication la plus fréquente du diabéte(22).
C'est une complication chronique de I'hyperglycémie : elle n'est jamais présente au début du
diabéte de type 1. Sa présence au moment du diagnostic du diabéte de type 2 est le témoin du

retard au diagnostic de diabéte, marqué par des années d'hyperglycémie modérée et ignorée.

(25)

<]
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La rétinopathie diabétique consiste en l'apparition progressive de lésions de la rétine
survenant Chez les patients présentant un diabéte qui évolue depuis de nombreuses années
non traitée, elle peut entrainer une perte totale de la vision. Elle débute par l'apparition de
microanévrysmes et est progressé vers des 1€sions oxydatives .1I'évolution se fait vers 1'cedeme
maculaire et les 1ésions ischémiques avec la prolifération anarchique de néo-vaisseaux a la
surface de la rétine pouvant envahir le vitré et conduire a des hémorragies intravitréennes .la
vision peut étre altérée de fagon définitive par I'ccdéme maculaire, ischémie maculaires, les
membranes épirétiniennes et les décollements de rétine. Malgré l'augmentation de la
prévalence du diabéte, 1'incidence de la rétinopathie et des altérations de la vision a fortement
diminué au cours des dernieres décennies. Ceci est le résultat d'une amélioration du contrdle
de la glycémie, de la pression artérielle et des paramétres lipidiques sanguins. Les personnes
présentant un diabéte de type 2 doivent bénéficie d'un dépistage annuel de la rétinopathie
diabétique, soit par l'examen direct du fond d'eeil, soit par la réalisation d’un examen par

rétinographie (photographie du fond d’ceil). (26)

- Néphropathie diabétique

Est une complication qui survient au niveau des reins qui touche jusqu'a 50% des personnes
diabétiques au cours de leur vie. Le diabete est la premiere cause d'insuffisance rénale. Une
personne diabétique dont les glycémies sont mal controlées oblige ses reins a travailler fort
afin d’éliminer 1’excés de sucre a travers I'urine. L’évolution de la néphropathie diabétique,
parfois lente, est souvent associée aux autres complications vasculaires du diabéte, soit au

niveau des yeux (rétine) et des jambes (membres inférieurs). (27)

La néphropathie diabétique est une atteinte glomérulaire, s'accompagnant d'une élévation de
la pression intra-glomérulaire, secondaire a la souffrance endothéliale décrite dans la section
consacrée a la physiopathologie des complications. On constate un déséquilibre du tonus des
arteres afférentes et efférentes, et les glomérules sont moins a l'abri de la pression artérielle
systémique. Sous l'augmentation de la pression intraglomérulaire, les glomérules se dilatent
(les reins des diabétiques sont gros) et filtrent mieux a court terme (les diabétiques ont

initialement une hyperfiltration). (25)

Le diabéte est 1’une des toutes premicres causes d'insuffisances rénales chroniques et
terminales. Dans le diabéte de type 2, les mécanismes impliqués sont multiples et complexes.
Les changements hémodynamiques précoces conduisent a une augmentation de la perfusion
glomérulaire et a I’hyperfiltration suivie d'une fuite d'albumine urinaire. Sur le plan clinique,

on retrouve une hyperfiltration transitoire puis une augmentation progressive de I'albumine et
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enfin l'installation d’une insuffisance rénale pouvant évoluer jusqu'a l'insuffisance rénale
terminale. Seuls environ un tiers des patients diabétique développent une néphropathie. Les
facteurs favorisants dont essentiellement les mauvais controles glycémique et tensionnel .il
existe également des facteurs génétiques prédisposants. La détection précoce de la nephropaa
a ses stades initiaux, notamment par le dosage annuel de la microalbuminurie, permet
l'instauration de thérapeutique ralentissant levolua vers l'insuffisance rénale terminale.
L'approche thérapeutique est multifactorielle, comprenant controle tensionnel strict, blocage
du systeme Rénine-angiotensine -aldostérone, contrdle glycémique et contrdle lipidique. La
présence d'une microalbuminurie (albuminurie entre 30 et 300 mg par 24 heures ou 20 a 200
milligramme par minute) est non seulement un signe d'atteinte rénale mais aussi un marqueur

de risque cardiovasculaire. (26)

- Neuropathie diabétique

La neuropathie autonome diabétique est une complication plutot tardive. Il est rare qu'elle
précéde la rétinopathie. A l'inverse, la neuropathie périphérique est une complication
multifactorielle (glycémie, lipides, alcool...etc.) et donc précoce dans le diabéte de type 2.

(25)

Est une atteinte du systéme nerveux. Lorsque le taux de sucre dans le sang demeure trop
¢levé sur une longue période de temps, cela peut endommager les nerfs, surtout ceux des
membres inférieurs (neuropathie périphérique). Certains organes peuvent €galement étre

affectés, tels que le ceeur, les organes génitaux, 1’estomac, les intestins et la vessie. (27)

Le diabete représente la principale cause de neuropathie. Les mécanismes ne sont pas
clairement élucidés mais sont liés a un effet toxique de I'hyperglycémie sur les cellules
nerveuses. Sur le plan anatomopathologique, on retrouve des dégénérescences axonales et des
lésions de démye¢linisation segmentaires. Les formes distales et symétriques (polynévrite) sont
les plus fréquentes, représentant 89% des cas de neuropathie périphérique. Plus rarement, on
retrouve des formes focales (mononeuropathies) voie multifocales (mononeuropathies

multiples). (26)

- Complications infectieuses.

Ces complications évoluent longtemps sur le mode silencieux. Ainsi un bilan systématique
régulier doit étre effectué pour les dépister a un stade précoce et mettre en ceuvre les mesures

thérapeutiques adéquates. (4)
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-Le pied diabétique

Se caractérise par une ulcération ou une destruction du tissu du pied, infecté ou non.
La neuropathie périphérique se définie par :
e une perte de sensibilité des pieds due a une atteinte des nerfs

e une diminution de I’hydratation naturelle du pied engendrant sécheresse, fissures et

callosités
o des déformations osseuses du pied résultant en 1’apparition de points de pression(28)

Actuellement au cours de sa vie, un patient diabétique sur dix risque de subir au moins une
amputation d'orteil. L'amputation résulte toujours d’une plaie du pied. En évitant les plaies on

prévient I'amputation. (27)

.
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7. Diabéte et génétique

Les geéne de prédisposition au diabéte, Ce sont des genes du développement et de la
différenciation. Ils interviennent dans la voie Wnt, une voie de croissance trés importante, qui est
aussi un carrefour entre la croissance, la différenciation et 1’apoptose, la mort programmée. Les
facteurs de croissance de cette voie sont différents selon les tissus, et lorsqu’ils la stimulent, ils
induisent une prolifération cellulaire. C’est la raison pour laquelle ce sont souvent des oncogenes

ou des suppresseurs de tumeur.

Si on inhibe la voie Wnt, on aiguille généralement la cellule vers la différenciation ou, plus
rarement vers 1’apoptose. La découverte de 1’association entre les génes impliqués dans cette voie

et le diabete est importante. (29)

La voie des Wnt/B-cathénine , probablement interagissant au moins avec les trois genes
(Hhe, TCF7L2,EXT2), peut jouer un role dans la différentiation cellulaire de la cellules 3 et dans
d’autre tissus , ainsi que la diminution de la masse active de cellules B pancréatique , et peut-étre

¢galement dans I’insulinorésistance, et donc dans le développement du DT2.(30)

Parmi ces genes figure : transcription factor 7-like 2 (TCF7L2) qui joue un role clé dans la voie
de signalisation Wnt, se géne et localisé sur le chromosome 10 ( 10925.2) (31) ; il est activé par la
béta-caténine, protéine essentielle dans cette voie (29). Les variantes génétiques de ce géne sont

associées a un risque accru de diabete de type 2. (31)

- Hematopoietically-expressed homeobox (HHEX); se localisé sur le chromosome 19. (32) est un
autre facteur de transcription qui intervient dans le développement du pancréas, dans la premicre
phase de développement des bourgeons pancréatiques, et dans le controle de la voie des Wnt. Ce
facteur de développement du pancréas est aussi une cible de TCF7L2 qui contrdle I’expression de

HHEX. (30)

-Le troisiéme géne associé a cette maladie est exostosin glycosyltransferase2 (EXTE?2) ;et Localisé
sur le chromosome 11 (11p11.2) (33) est un glycosyltransférase qui synthétise des héparines
sulfate protéoglycanes (HSPGs), trés importants pour le développement et la différentiation de tres
nombreuse cellules et pour le fonctionnement du systeme des Wnt. ce facteur et indispensable
pour le développement de facteurs de croissance comme le FGF10 (fibroblast growth factor),

nécessaire au développement normal des cellules pancréatiques. (25)

-Un quatriéme gene associé¢ au risque de diabéte c’est le solute carrier family 30 member 8

(SLC30AS) ; se gene se localise dans le chromosome 8 (8q24.11) (34) il code pour la protéine
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ZnT8 qui est un transporteur de zinc présent dans les granules de sécrétion des cellules -
pancréatiques. Une mutation faux-sens fréquente tres significativement associée au risque de
DT2(35). 1l existe des variantes alléliques de ce gene qui confeérent une susceptibilité au diabéte

sucreé, non-insulino-dépendant (NIDDM). (36)

Les cellules béta contiennent des granules d’exocytose renfermant un hexamére d’insuline, 6
molécules fixées au milieu par une molécule de zinc. ZnT8 fait entrer I’oligo—¢lément dans la
granule, ou il est apparemment plus concentré que dans le cytoplasme. Donc sans zinc ou sans

concentrateur de zinc, pas de granule correcte, pas de sécrétion d’insuline. (29)

Récemment, des études d’association sur le génome entier, réalisées dans des populations
d’origine européenne, ont permis d’identifier de nouveaux polymorphismes hautement associés
au diabete de type 2 (DT2) tel que: Cell Division Cycle 123(CDC123) , regulatory subunit
associated protein 1-like 1 ( CDKAL1), cyclin-dependent kinase Inhibitor 2A /2B ( CDKN2A /
B), insulin like growth factor 2 mRNA binding protein 2 (IGF2BP2), JAZF zinc finger 1 (JAZF1),
(NOTCH2), RNA binding motif single stranded interacting protein 1 ( RBMS1), armadillo repeat
containing (THADA) , tetraspanin 8 (TSPANS), leucine rich repeat containing G protein-coupled
receptor 5 (LGRS) , melatonin receptor 1B (MTNRI1B), Diacylglycerol kinase beta (DGKB),
prospero homeobox 1(PROXT1), adenylate cyclase 5 (ADCY5) et glucokinase regulator (GCKR) ,
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARG), Kruppel Like Factor 14 (KLF14),
insulin receptor specific -1 (/RS1) . Cependant, I’impact de ces marqueurs dans des populations

non européennes ainsi que leurs effets combinés restent méconnus. (37)

Des ¢études d’association pangénomique récentes : ont permis de découvrir de nouveaux variants
génétiques associés au DT2, notamment dans 1’intron du géene MTNR1B. Ce géne code pour le
récepteur de la mélatonine ( MT2) , un membre de la famille des récepteurs couplés aux protéines

G(RCPG) impliqué dans la régulation des rythmes circadiens et saisonniers.

En 2013 Bernard C et ses colaborateurs, ont parlé de I’implication du géne ectonucléotide
pyrophosphatase phosphodiestérase 1(ENPP1), le ENPPI est un géne candidat de la diabésité

sur le chromosome 6q]1.

En effet, un des rdles suggérés d’ENPP1 serait d’inhiber le récepteur de ’insuline par interaction
directe, affectant du méme coup la cascade de signalisation en aval du récepteur. En outre, un
polymorphisme fonctionnel de ’exon 4 (K121Q), entrainant une inhibition plus marquée du

récepteur de I’insuline a été associé a I’insulinorésistance dans diverses ethnies. (38)
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En outre, plusieurs études ont rapporté une association de polymorphismes MTHFR avec le
diabete de type 2 et leur role comme facteurs de risque extrémement importants dans les
événements vasculaires qui peuvent engendrer des complications irréversibles, y compris la
rétinopathie, la néphropathie, la neuropathie, les accidents vasculaires cérébraux et les

maladies cardiovasculaires chez les populations Diabéte.

8. MTHFR
La 5,10 méthyléne tétrahydrofolate réductase (MTHFR), représente I’enzyme clé du

métabolisme des folates. Elle catalyse la réduction irréversible du 5,10 méthyléne
tétrahydrofolate en 5 méthyl tétrahydrofolate. Ce dernier substrat constitue ,d’une part, la
forme biologique circulante et majeure des folates et, d’autre part, le donneur de carbone pour
la reméthylation de I’acide aminé soufré «homocystéine» en acide aminé essentiel

«méthionine». (40)

La MTHFR assure les processus de méthylation de I’ADN, des protéines de
neurotransmetteurs et de phospholipides. En fait la méthylation de ’ADN joue un rdle
primordial dans la régulation de l’expression des génes et le maintien de la stabilité
génomique. La MTHFR est également impliquée dans la production de dNTP, via la synthése
des purines. La MTHFR est donc un élément essentiel a la provision de nucléotides

nécessaires a la synthése d’ADN. (41)

8.1. La protéine MTHFR

La MTHFR est un dimere de 150 kDa comprenant deux isoformes de tailles variables : 77
kDa et 70 kDa. L’expression de I’ADNc humain de 2,2 kpb donne une protéine de 70 kDa. Le
site de démarrage de la traduction de I’isoforme de 77 kDa permet ’ajout de codons
additionnels en amont de la séquence de I’isoforme de 70 kDa. (42)
C'est une protéine comportant 654 acides aminés(43) présente dans le cytoplasme. Elle est
localisée dans la rate, les ganglions lymphatiques et la moelle osseuse. La protéine est
composée : D’un domaine catalytique: représenté par I’extrémité N-terminale de poids
moléculaire de 40 KDa, présentant un site de liaison pour le coenzyme FAD, NADPH. Un
domaine régulateur: a I’extrémité C terminale de poids moléculaire de 37 KDa. Entre ces
deux domaines se trouve une forte région hydrophobe avec une séquence d’acides aminés
Lys-Arg-Arg-Glu-Glu constituant un site de clivage par la trypsine, ou se lie 1’inhibiteur

allostérique la SAM. (44)

|
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La protéine s’exprime fortement dans les testicules, modérément dans le cerveau et les reins et
faiblement dans les autres tissus. Une isoforme plus petite de cette protéine,

approximativement de 70 KDa, a été retrouvée dans certains tissus. (45)
8.2. .Réle de la MTHFR

La MTHFR intervient dans le métabolisme de [’homocystéine. L ’homocystéine (Hcy) est
un acide aminé soufré intermédiaire du métabolisme de la méthionine. Elle est synthétisée par
I’ensemble des cellules de 1’organisme et peut étre catabolisée selon deux voies métaboliques,
la voie de la transulfuration et la voie de la reméthylation (Figure 2). En cas d’apport
protéique excessif, la voie de la transulfuration est favorisée par rétrocontrole positif de la
cystathionine-f-synthase (CBS) et rétrocontrdle négatif de la 5,10 méthylénetétrahydrofolate
réductase (MTHFR), le régulateur allostérique étant la S-adénosyl-L-méthionine (SAM). A
I’inverse, en cas de déficit protéique, la voie de la reméthylation est favorisée et I’Hcy est
recyclée afin de maintenir un pool cellulaire suffisant en méthionine. Dans les deux cas, ’Hcy
est métabolisée deés sa formation, et sa concentration intracellulaire demeure faible (de I’ordre
de 5 nmol/g de tissu). Dans les conditions physiologiques normales, 1’homocystéinémie
¢galement faible puisque I’Hey plasmatique dérive du métabolisme cellulaire (voir figure 2).
En revanche, tout déficit portant sur 1’'un des systemes enzymatiques impliqués dans le

métabolisme de I’Hcy entraine une augmentation de ses concentrations cellulaire, plasmatique

et urinaire. La C677T de la MTHFR est un exemple de ces déficits.(45)
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FigureNe2 : Répercussions métaboliques de ’activité de la MTHFR (42)
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La 5,10-méthyleéne tétrahydrofolate réductase (MTHFR) catalyse la réduction irréversible du
5,10-methyléne tétrahydrofolate (CH2THF) en 5-méthyltétrahydrofolate (CH3THF). L activité
de la MTHEFR affecte ainsi la disponibilit¢ du CH2THF, ce qui influence la syntheése de ’ARN
et de 'ADN. Le CH;THF est requis pour la reméthylation de 1’homocystéine (Hcy) en
méthionine (MET), qui intervient elle-méme dans la synthése protéique et la méthylation de
I’ADN et d’autres composés (CH3-X). Le FAD est le cofacteur de la MTHFR. MS,
méthionine synthase ; TS, thymidylate synthase ; THF, tétrahydrofolate ; DHF,dihydrofolate ;
CHOTHEF, 10-formyltétrahydrofolate ; SAM, S-adénosyl méthionine. (45)

8.3. GENE de la MTHFR

Le géne codant MTHEFR a ét¢é localisé dans le chromosome 1 (1p36.3) et a 13 exons. (46)

-2 - — -3 - -t - -1 - -3 - -3 -2 -
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FigureNe3 : localisation cvtogénétique du géne de la MTHFR.(ref :US National library
of medecine)

Sa région de promoteur a plusieurs sites de liaison de facteur de transcription, mais n'a pas de
séquence de boite TATA. Dans l'exon 1 du géne MTHFR, il existe un site d'épissage alternatif; Les
séquences UTR de ce geéne sont longues, ce qui peut étre corrélé avec une régulation génétique

complexe. (44)
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8.4. Les polymorphismes du MTHFR (42)

Plusieurs mutations ont été identifiées sur ce gene dont le nombre est de 41 mutations. Une

soixantaine de polymorphismes de MTHFR ont été rapportées.

La Figure Ne3 ci-dessous présente 41 mutations (numérotation en noir) qui sont propres aux
familles des patients homocystinuriques répertoriés. Plusieurs mutations ont ét¢ exprimées en
utilisant des systémes bactériens ou des systemes de levures, afin de vérifier leur effet sur
I’activité enzymatique .Comme chacune de ces mutations graves n’est généralement observée
que dans une ou deux familles, il peut étre avantageux de procéder a un diagnostic

moléculaire prénatal par étude de liaisons génétiques.

<« Domaine catalytique de 40 kDa ——»1<«—— Domaine régulateur de 37 kDa —,
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Figure Ne5 : Répartition des 41 mutations propres aux familles des patients

homocystinuriques répertoriés (42)

Les 41 mutations spécifiées n’ont été identifiées que dans des familles de patients présentant
un déficit important de MTHFR. La protéine MTHFR est représentée par un rectangle et les
acides aminés mutés sont indiqués au-dessus, ainsi que les mutations affectant I’épissage du
géne. Les nombres sous le rectangle désignent la position des mutations dans la séquence de
I’ADNCc (GenBank GI: 6174884); 2 mutations différentes ont été identifiées a la position
1274. Les nombres entre parenthéses désignent la présence d une mutation intronique a
proximité du résidu mentionné. Les 2 polymorphismes de MTHFR les plus étudiés sont aussi

indiqués, en vert.
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8.5. Le polymorphisme C677T (47)

Le polymorphisme C677T caractéris€ par une transition du nucléotide cytosine par la
thymine en position 677, la partie N- terminal de 1'exon 4.ils’ ensuit une substitution du résidu
alanine par la valine en position 222 (A222V). Cette mutation, a 1’é¢tat homozygote ou
hétérozygote est corrélée avec une réduction de 50% de I’activité enzymatique et une
augmentation de sa thermolabilité. Les individus homozygotes pour cette mutation ont une
¢lévation tres significative de la concentration de I’homocystéine plasmatique, associée a une
baisse du taux des folates. En revanche, des taux élevés en folates plasmatiques semblent
neutraliser les effets dus a la mutation C677T MTHFR. En plus, le polymorphisme MTHFR
C677T influence 1’état de méthylation du DNA génomique par I’entremise de son interaction

avec le métabolisme des folates.

8.6. Etudes moléculaires et biochimiques du polymorphisme 677C — T (48)

Le polymorphisme C — T a la pb 677 a été identifi¢ de maniere paradoxale en examinant
un patient souffrant d’une altération sévere de MTHFR . De fait, ce polymorphisme se
retrouve autant dans les groupes témoins que chez les patients homocystinuriques. bien
que ,ces derniers soient en plus victimes de mutations graves. La substitution 677 C — T met
en jeu une enzyme thermolabile possédant une activité moindre, c’est pourquoi le génotype
mutant homozygote (677TT) est associ¢ a une légeére hyperhomocystéinémie. Cette
association est encore plus évidente lorsque I’on considére des individus dont le sang présente
un taux de folates réduit. Les études biochimiques des versions 677C et 677T de I’enzyme ont
fourni une explication a I’effet protecteur de 1’acide folique sur I’hyperhomocystéinémie des

individus mutants.

Bien que I’identité des mutations séveres soit un bon indicateur de I’activité enzymatique
résiduelle des patients homocystinuriques, le polymorphisme (et des facteurs externes comme

I’acide folique ou la riboflavine) contribue a la complexité de la relation génotype-phénotype.

¢
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PATIENTS ET METHODES

L’¢étude que nous avons entrepris est de type transversale cas-témoins a durée 03 mois, et
elle a porté, sur, une population de 35 patients présentent un diabéte de type 2 compliqué,

et 60 témoins supposés sains.
1. Recrutement des sujets

35 sujets des deux sexes atteints d’un diabete de type 2 compliqués agés entre 18 et 85 ans
admis au niveau du centre Hospitalier universitaire de Constantine (CHUC)
essentiellement au niveau du service d’Endocrinologie-Diabétologie, et,60 témoins
supposés sains, recrutés au niveau du service de médecine du travail, CHUC, et choisis par

appareillement aux patients diabétiques.

Des criteéres d’inclusions et d’exclusion ont été établis pour les diabétiques et pour la
population témoins.

* Criteres d’inclusion :

- Pour les témoins : sujets sains des deux sexes résidents a Constantine et agé de 18 a

85 ans.

- Pour les diabétiques : sujets diabétiques de type 2, compliqués, et agés entre 18 a 85 ans.
* Criteres d’exclusions :

-Pour les temoins : = infection urinaire (provoque une élévation de la micro albuminurie)

o Antécédents familiaux d’atteinte cardiovasculaire, de néphropathies, de rétinopathies,
Pour les diabétiques : = présence d’autres pathologies associés. Les criteres de
détermination des complications diabétique sont standardisés par les cliniciens.

2. Questionnaire et Enregistrements

2.1. Questionnaire :

Un recueil de données a été effectué au niveau du service d’hospitalisation concerné ; en
plus du dossier médical du (patient) malade un interrogatoire du patient est mené par nous-
méme. (Annexe Ne 1).

2.2. Enregistrement

Tous les prélevements recrutés sont étiquetés soigneusement, portant le nom et prénom
des sujets associés a la numérotation 1, 2, 3, 4... sur chaque questionnaire, est mentionnés
le numéro de dossier et le lieu de prélévement, ainsi que le numéro d’enregistrement de

chaque sujet correspondant a celui sur notre registre.
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3. Préléevement Sanguin

Le prélevement sanguin est effectué, systématiquement a chaque hospitalisation d’un
patient pour cause de DT2. Avant le prélevement, il est demandé au sujet de se placer en
position semi assise pendant quelques minutes, de facon a limiter les effets
hémodynamiques sur les taux de lipides, la position debout augmente la valeur de la
cholestérolémie, tout comme une occlusion veineuse prolongée avec un garrot (49)

Le prélevement sanguin préconis€ pour 1’extraction de ’ADN est recueilli stérilement
dans un tube en présence d’EDTA (en quantit¢ de 6 a 10 ml), et on ne préléve pas sur
héparine parce que c’est un inhibiteur de la Taq polymérase.

e Acheminements au laboratoire dans les plus brefs délais.

4. Extraction de PADN

Toutes les ¢études génétiques nécessitent la disposition d’échantillons d’acides
nucléiques, les leucocytes sanguins représentent la source majeure d’ADN, les autres
sources cellulaires peuvent étre des biopsies (biopsie de villosités choriales...). Dans la
grande majorité de cas la technique d’extraction des acides nucléiques doit étre adaptée a
I’échantillon, a la nature du génome, au nombre de copies et de méthodes de biologie
moléculaire utilisée ultérieurement (PCR...) Les méthodes d’extraction des acides
nucléiques sont diverses (50)

Celle employée dans notre étude est une méthode utilisant un solvant inorganique, Na CI.
- Principe :

L’extraction de I’ADN consiste en I’isolement de leucocytes du sang total par une lyse
hypotonique des globules rouges ; ils seront ensuite traités par :

-un détergent Sodium dodécyle sulfate (SDS), qui possede une action lytique sur les
membranes cellulaires, il inhibe les nucléases et dénature les protéines par destruction de
leur structure tertiaire ; et une protéinase K, qui dénature et dégrade les protéines.

Dans le lysat, I’ADN nucléaire ainsi libéré est associ¢ aux différentes protéines qui
seront digérées et €liminées par précipitation au Na Cl. Le surnagent ainsi récupéré est
traité par de 1’éthanol pur, dans lequel une pelote de I’ADN se forme par précipitation.
L’ADN est solubilis¢ en phase aqueuse (Tris EDTA 10 :1). Sa pureté ainsi que sa

concentration sont estimées par spectrophotométrie a UV (Annexe Ne 2).
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o [’ETDA : est un agent chélateur des ions divalents (tels que Mg2+) nécessaires au
fonctionnement des nucléases. Il est donc couramment employé comme inhibiteur indirect
des DNAses.

4.1. Détermination de la pureté et la concentration de ’ADN

4.1.1. Détermination de la pureté

*Principe

- I’ADN absorbe a 260 nm alors que les protéines (témoins de contamination) Absorbent a
280 nm.

- ’échantillon est dilué au 1/100 dans I’eau distillée (10 pl de I’ADN solubilisé dans 990 pl
de I’eau stérile).

- Les DO (densité optique) sont lues a 260 et 280 nm (longueurs d’onde d’absorption des
acides nucléiques et des protéines) dans le méme type de cuve que celle ayant servi a faire
le zéro (eau stérile).

- Par le moyen du rapport de DO 260 nm/ DO 280 nm, la pureté de I’ADN est déterminée
en indiquant la contamination de I’ADN par les protéines ou par les ARN.

On considére que

= L’ADN est suffisamment pur lorsque le rapport R = DO260/ DO280 est compris entre
1,6 et

2(1,6<R<2).

= L’ADN est contaming par les protéines si: DO260 /D0O280 < 1,6.

= L’ADN est contaminé par les ARN si: DO260/D0O280 > 2.

-La pureté de I’ADN est essentielle pour une action efficace des enzymes de restriction
utilisées par la suite. Dans le cas ou ’ADN est contaming, ce dernier ne laisserait pas
aboutir a un bon résultat dans les étapes suivantes de son analyse par PCR. Il est donc
indispensable de procéder par la réextraction de la pelote de I’ADN afin d’obtenir la pureté
souhaitée (Annexe 2). Les ADN purs sont conservés a + 4 °C jusqu'a utilisation.

4.1.2. Détermination de la concentration de I’ADN :

* Principe

La densité optique a 260 nm permet de calculer la concentration de I’ADN sachant que :

A 260 nm une unité de densité optique correspond a :

- 50 mg / ml pour une solution d’ADN double brin

- 250 mg / ml pour une solution d’ADN simple brin.

1 unité de DO260 nm = 50 pg/ml d’ADN double brin.

-
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Exemple :

Pour un ADN solubilisé dans 1000 pl de TE 10 :1 ayant une DO260 nm = 0,139

1 unité de DO260 nm 50 pg/ ml d’ADN

0,139 de DO260 nm X

X=0,139 x50 = 6,95 pg/ml

Considérant que I’ADN est dilu¢ a 1/100 (10 ml de ’ADN dilué¢ dans 990 ml d’eau
stérile), Donc 6,95 x 100 = 695ug/ml.

Donc :

La concentration de ’ADN en ug/ml = facteur de dilution < DO 260 x 50ug/ml.

La qualité de I’ADN peut étre vérifiée par un contrdle de taille des molécules d’ADN qui
doivent étre suffisamment longues pour étres digérés. L’ADN génomique doit donc étre
manipulé en évitant toute action mécanique violente.

5. Génotypage de la MTHFR

Elle consiste a amplifier une partie de ’ADN contenant le geéne, puis de différencier les
génotypes par digestion d’une enzyme de restriction spécifique.

La détermination du génotype a été effectuée en plusieurs étapes successives :

- la PCR (Polymérase Chaine Réaction) et contrdle de PCR sur gel d’agarose.

- La digestion du produit de PCR par I’enzyme de restriction Hinf L.

- La séparation des produits de digestion par migration éléctrophorétique sur un gel
d’agarose et distinction des différents génotypes par transsilumination sous UV.

5.1. La PCR (Polymérase Chaine Réaction)

La PCR est une technique de biologie moléculaire(51)mise au point en 1985 par Karry
Mullis et développée par Henri A. Herlich et ses collaborateurs de la compagnie CETUS
(Californie, USA).

1.1. Préparation du milieu réactionnel (ou mix) de PCR

Pour préparer le milieu réactionnel (Annexe Ne 3), multiplier la quantit¢ de chaque
composant par le nombre de tubes voulu + un, ¢’est le tube témoin négatif dans lequel on
met uniquement le mélange sans ADN.

L’ADN est amplifié par PCR avec deux amorces encadrant la région avec les deux codons
polymorphes d’acide aminé 222 de la MTHFR (AnnexeNe 3: Tableau 9).

1.2. Déroulement des cycles de la PCR

Chaque cycle de la PCR repose sur trois étapes indispensables : Dénaturation, hybridation

et ¢longation (AnnexeNe 3 : Tableau 10)

>,



Partie Pratique Patients & Méthodes

1.3. Controéle des produits de la PCR

Le contrdle de la taille des fragments amplifiés s’effectue par une électrophoréese sur un gel
d’agarose a 1,5 % additionné a 10 pl de BET (Bromure d’éthidium), ce dernier est un
réactif intercalant qui se fixe entre les bases nucléiques a I’intérieur de la double hélice et
qui rendra les ADN fluorescents par exposition aux UV (le gel est ensuite coulé sur plaque
d’une cuve horizontale).

Dans chaque puits du gel, il est déposé :

-10 pl de produit d’amplification + 3 ul BBP (Bleu de Bromophénol) qui permet de suivre
le front de migration.

-3 pl de marqueur de taille (PM 100pb) +10ul H20 +2ul BBP.

Les dépots se font du coté cathode (-). Le systéme soumis a une migration sous un courant
de 60 a 120 volts pendant 45 min Cette analyse permet aussi, d’observer si une éventuelle
contamination de I’ADN survenue au cours de la PCR.

Apres la migration, le gel est soumit au rayon UV. Les molécules de bromure d’éthidium
fixées aux ADN émettent une lumiére visible et photographiable et permettent de visualiser
les fragments amplifiés sous forme de bandes fluorescentes de méme taille (figure 6). Ce

control permet aussi de vérifier si une éventuelle contamination de I'ADN est survenue au

cours de la PCR grace au puits contenant le blanc (t¢émoin négatif : T).

T 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Figure Ne6 : Profil d’électrophoreése sur gel d’agarose 1.5 % des fragments amplifiés

(198 pb) par PCR du géne MTHFR.

5.2. Digestion des produits de PCR
Préparer le milieu de digestion de I’enzyme Hinf I pour de tubes voulu + 1 témoin (Annexe

4 : tableau 11).
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1. Digestion par I’enzyme de restriction HinfI :
L’HinfT est une enzyme de restriction produite par la bactérie Haemophilus influenzae Elle

reconnait et clive la séquence G/ANTC codant pour 1’ Alanine en position 222 (figure7).

—_—— — — — — -

C'TN AG

Figure No7: site de restriction par I’enzyvme Hinf 1

Les produits de la PCR sont soumis a une digestion enzymatique par Hinfl. Ils sont incubés
pendant une nuit dans une étuve a 37°C.

Apres incubation ils sont concentrés dans la meme étuve a 65C° pendant 1 Heure 30’a
2heures

2. Conditions de migration

- Préparation du gel d’agarose (Annexe 4) :

Apres préparation du gel d’agarose (3g d’agarose dans 100 ml de TBE 1 X).

Monter le support du gel.

Homogénéiser, couler immédiatement en versant le contenu de bécher dans le support en
plaques de verre en ayant soin de ne pas faire de bulles.

Placer le peigne plat afin de former les puits et laisser polymériser a température ambiante
pendant 1h 30 min a 2h 30 minutes.

- Dépots des échantillons :

Quand le gel est polymérisé, plonger le systeme (gel + ¢lectrodes) dans la cuve horizontale
contenant un volume (450ml) du tampon Tris Borate EDTA (TBE 1 X)

Oter le peigne et déposer délicatement au fond de chaque puits un échantillon ou marqueur
(Annexe 4).

Nous déposons dans chaque puit du gel 12 a 14 pl du produit digéré et 3 ul du bleu de

Bromophénol.

- Migration :
La migration se fait en parallele avec des fragments d’ADN appelés marqueurs de taille

(leurs tailles sont connues), a un voltage de 80 volts

1

.
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2. Révélation du profil éléctrophorétique
Le BET fluorescent aux UV s’est fixé sur I’ADN (cette molécule s’intercale entre les bases
de la molécule d’ADN) et va permettre de visualiser les fragments de restriction dans le gel
placé sur la table a UV.
Lorsqu’on obtient une séparation nette des différents fragments du marqueur (apres 2h

30mn), le gel est photographié apres transilumination aux UV (figure 8).

4. Profils RFLP obtenus

Ce polymorphisme, noté C677T, correspond a une substitution d'une cytosine par une
thymine en position 677 dans la séquence nucléotidique et qui, se traduit dans la séquence
protéique par la substitution d'une alanine par une valine sur le codon 222.

La digestion enzymatique de l'amplification de la MTHFR par la Hinf I a donné des
fragments :

175 pb, 198 pb et 23 pb, le premier apparait sur le profil éléctrophorétique sous forme
d'une seule bande qui correspond au type homozygote muté (TT), le deuxiéme apparait
aussi sous forme d'une seule bande, il s'agit du type homozygote sauvage (CC). Les deux
bandes ensemble, correspondent au type hétérozygote (CT) (voire la figure 8 ci dessous).
Le troisiéme n'est pas visible a cause de son intensité trop faible.

Donc les conditions d’amplification étaient comme suit : une dénaturation initiale a 94 °C
pendant 5 minutes, suivie de 30 cycles de PCR, comprenant chacun une dénaturation a
94°C pendant 30 secondes, une hybridation a 65 °C pendant 30 secondes et une ¢longation
a 72 °C pendant 40 secondes, et enfin une ¢longation finale a 72 °C pendant 10 minutes.
L’amplification a été suivie d’une digestion enzymatique par I’enzyme Hinfl. Les produits
de digestion ont été analysés sur un gel d’agarose a 3 % parallélement a un marqueur de
poids moléculaire. La révélation a été réalisée sous lumicre ultraviolette (UV) apres
coloration au bromure d’éthidium. La présence du polymorphisme se traduisait par la

visualisation d’une bande de 175 pb.

-
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Figure Ne 8 : Profil d’électrophoreése sur gel d’agarose des fragments issus par clivage
de Hinfl présentant différents génotypes d’MTHFR.

6. Analyse statistique :
6.1. Statistique descriptive :
Vu que notre étude est transversal cas-témoins, nous avons opté, pour utilisés la statistique

Descriptive.
- Le calcul de la moyenne arithmétique, et 1’écart type
X =X (nixi)/n sin>30
X =X (nixi)/(n—1)sin<30
Pour I’écart type de la moyenne
L’écart type = & = Variance =V Y (X -X)?/ N-1sin<30

L’écart type = & =V Variance = Y (X -X)2/ N sin>30

Les variables quantitatives sont décrites par la moyenne + 1 écart type, sauf exception
qu’on précisera dans le texte.
6.2. L’enquéte analytique :
Dans I’enquéte analytique: pour ¢étudier la relation entre un facteur d’exposition et la

maladie, nous avons :

33
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- Comparé la moyenne de la variable mesurant 1’exposition chez les malades et les
non malades.
Nous avons crée des classes et utilis¢ des méthodes qualitatives .Ces méthodes permettent
de décrire la relation entre le facteur d’exposition et la maladie de maniere plus concrete et
permet I’utilisation de méthodes statiques plus simples (52) Le test utilisé dans ces
conditions est le 2.
6.3. Calcul de I’odds ratio :
Pour calculer 1’odds ratio nous avons établi un tableau de contingence. Il est présenté sous
forme de tableau croisé 2x2. Le statut malade/non malade des sujets de I’étude est présenté

en colonne et le caractére exposé/non exposé en ligne.

Malades Témoins Total

Exposée (E+) A b atb

Non exposés (E-) C d C+d
Total atc b+d atb+ctd

La mesure de la cote d’un événement est un concept différent du taux ou de survenue de
cet événement. La cote est le rapport entre la probabilité de survenue d’un événement et
celle de la survenue d’un autre événement en général opposé au premier.

Dans notre enquéte on ne peut pas calculer directement le taux de maladie, pas plus que
la cote correspondante, puisque les nombres de la maladie sont fixés arbitrairement.
Cependant on peut calculer :

- La cote d’étre exposé (Exposure Odds ; EO) pour les cas EO malades = a/c, pour les
témoins EO témoins = b/d

- Le rapport des cotes d’exposition qui est 1’Odds ratio (Exposure Odds ratio)
OR=axd/bxc

L'Odds ratio représente une mesure d'association épidémiologique entre un facteur et une
maladie, en particulier lorsque la maladie est rare parmi la population (Prévalence
<5%).Dans ce cas 1'0Odds ratio peut étre une bonne approximation du risque relatif que
donnerait une enquéte de cohorte pour la population.

Pour déterminer s'il existe une stabilité épidémiologique, on a utilisé trois tests statistiques,
en cherchant a tester I'hypothése nulle Ho selon laquelle il n'y aurait pas d'association entre
la maladie et le facteur de risque I'hypothése nulle et formulé d'une seul maniére qui est

(Ho: OR=1).
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6.4. Les intervalles de confiance:

Les intervalles de confiance : ont été calculés par la méthode de Cornfield. L'approche
estimative de I'analyse statistique vise a quantifier l'effet étudié et le degré de Certitude de
cette estimation grace a un intervalle de confiance, qui identifie généralement une
fourchette de valeurs situées de part et d'autre de l'estimation et 1'on peut étre sur a 95% de
trouvé la valeur réelle.

La notion d’un intervalle de confiance repose sur l'idée suivante : Si la méme étude était
réalisée sur un échantillon différent de patients, les résultats ne seraient pas identiques,
mais Seraient proches du résultat véritable qui reste inconnu .l'intervalle de confiance
estime cette variation due a I'échantillon (53)

L'intervalle de confiance pour les Odds ratio a été calculé a partir de 1'approximation de
Fliess.
6.5. Choix de la "p value "':

Le seuil critique a priori est de 0.05 (risquea) .Si la valeur de p calculée a posteriori est
inférieure a ce seuil, la différence entre les paramétres est déclarée statistiquement
significative pour apparemment arbitraire est nécessaire pour l'homogénéité de la
présentation des résultats.

L'usage a retenu de manicre consensuelle I'ensemble des seuils (0.05, 0.01, 0.001) qui
représentent des risques raisonnables pour prendre une décision.

Le seuil 0.01 doit étre choisi lorsqu'en complément d'une étude épidémiologique
descriptive, on teste le lien entre deux variables sans que 1'on puisse a priori argumenter

quand il existe une relation logique entre ces variables.
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Résultats

Notre étude est une observation transversal cas-témoins, qui a porté, sur 95 sujets, recrutés, au
niveau du centre Hospitalier universitaire de Constantine (CHUC), comprenant 35 sujets atteints
d’un diabéte de type 02 compliqués, admis, au niveau du service d’endocrinologie-Diabétologie,

et 60 témoins sains recrutés au niveau du service de médecine du travail.

1. Aspect Clinique des patients diabétiques

Nos patients sont de diabétiques de type 2, présentant des complications (tout type confondu),
avec des degrés de sévérité différentes.
Il ressort de nos enquétes que les causes de ces états de sévérité sont multiples et additionnelles :
- la premicre cause est le diabéte de type 2 lui-méme du fait qu’il est asymptomatique pendant
des périodes prolongées, la maladie s’installe de maniére insidieuse, pendant des années, sans
créer d’inconfort, de douleurs, ou méme la sensation que « quelque chose ne va pas ». Le diabete
de type 2 est souvent découvert par hasard, et en moyenne sept ans entre la découverte du
diabéte et son début réel, période suffisante pour le développement des 1€sions des petits et des
gros vaisseaux sanguins, d’ou I’installation des complications invalidantes.
- les diabétiques Algériens, ne sont pas disciplinés en matiére d’hygiéne de vie, on a remarqué
ainsi chez nos patients le manque d’acceptation de réaliser de maniére répétée un ensemble
d’actions recommandées dans un objectif de santé a long terme.
- le refus de la maladie elle-méme chez la majorité d’entre eux. Il s’agit d’une constatation d’un
état de fait qui demande a étre amélioré par une promotion de I’éducation thérapeutique et par un
effort visant a remplacer une médecine centrée autour de la maladie par une médecine centrée
autour du patient, en s’intéressant a toutes les dimensions bio-psycho-sociale et éducationnelle,

et surtout, de passer de la théorie a la pratique.

2. Age et Sexe Ratio

L’age de nos patients est entre 18 et 85 ans.

-Les sujets témoins sont au nombre de 60 répartis (par appariement au diabétiques) en 40 % de
sexe masculin, et 60% de sexe féminin.

-Les DT2 sont au nombre de 35 représentant 35,84% du total de sujets, répartis en 42,86 % de
sexe masculin, et 57,14% de sexe féminin. Parmi ces diabétiques 14,28 % présentant comme
complication une rétinopathie, répartis en 40 % femmes et 60 % hommes; 37,14% ont une
cardiopathie, 5,71% pied diabétique, 11,42% néphropathie, 2,86% neuropathie, et 28,59% poly-

compliqués (voir tableau N° 1 ci-dessous pour la répartition en sexe)




Partie Pratique Résultats & Discussion

Tableau Nel : Répartition en sexe, dans chaque complication

Complication % % hommes | % femmes

Rétinopathie | 14,28 % 60 % 40 %

Cardiopathie 37,14% 38,46% 61,54%
Pied diabétique | 11,42% 75%

25%
Néphropathie | 11,42% 25% 75%
Neuropathie 2,86% 0% 100%

Poly compliqués | 22,88% 54,55% 45,45%

Total 100% 42,86% 57,14%
100%
90%
80%
70%
60%

50%

40%
30%
20%
10%

0%

® % hommes

W % femmes

Figure No9 : Répartition en sexe dans chague complication

Cet ¢échantillonnage a été réalisé au hasard (Tableau 1, Figure 9). Selon différentes études le
DT2 montre un effet prononcé d’exces de femmes dans toutes les populations avec cependant
des évidences d’une prépondérance masculine dans 1’dge moyen. Les femmes ont une probabilité

accrue de transmettre le DT2 a leur descendance (54)

Les données de la littérature concordent avec notre résultat, le sex-ratio dans notre échantillon a
été de 0,75.
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Tableau Ne2: répartition des sujets (témoins, et diabétiques) selon le sexe.

Homme | Femme | Total

DT2 42,86 % | 57,14% | 35
Témoins | 40 % 60% 60

DT2 Témoins

B Homme %

B Femme%

Figure No 10 : Répartition des sujets DT2 et témoins selon le sexe

3. Répartition des diabétiques en tranche d’age

Tableau Ne 3: Répartition des diabétiques en Tranche d’age

Classe | N %

[18-30] | O1 | 2,86 %

31431/ 0| 0%

[44-56] | 10| 28,57%

[57-69] | 13| 37,14%

[70-82] | 8 | 22,86%

>83 3 8,57%

Total | 35 100 %
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FigureNe 11 : Répartition des diabétiques en tranche d’age

Pour ce qui est de la répartition en tranche d’age le Tableau 3 et la Figure 11 ci-dessus
montrent que 1’apparition du DT2, augmentent avec 1’age, et c’est ce qui a été démontré par de
nombreuses €tudes (55)

4. Moyennes d’age

Tableau Ne 04 : Movyenne d’age des Diabétiques

Hommes Femmes Total

Moyenne d’age | 68,21 + 11,35 | 65,05+ 17,19 | 62,6 £ 17,25

La moyenne d’age de diabétiques est de 62,6 = 17,25 Ce que concorde avec des nombreuses
¢tudes qui montrent que le DT2 s’observe indépendamment de sexe dans la plupart des cas apres

I’age de 50 ans, et ne suit aucune répartition géographique ou ethnique particuliere (56)

5. Complications :

Les infections représentent la premicre cause d’hospitalisation des patients diabétiques. La
raison d’hospitalisation pour les femmes était un DT2 compliqué et non équilibré, par contre la
majorité des hommes présentent une artériopathie chronique des membres inférieurs, et un
certain nombre d’entre eux avaient un pied diabétique ou une amputation. Et ceci concorde avec
les données internationales, ou le sexe ratio pour I’artériopathie diabétique est de 02 hommes
pour une femme, alors que chez le patient non diabétique le rapport est de 10 hommes pour une

femme (54)

=
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Ainsi nous avons constaté au cours de notre enquéte, dans la répartition des sujets selon les
complications et le sexe, que les hommes présentant une rétinopathie, sont plus nombreux que
les femmes.

La rétinopathie diabétique est une maladie du capillaire rétinien qui dévient anormal et va avoir

un comportement responsable de la pathologie oculaire. Souvent asymptomatique, la
rétinopathie se caractérise par des changements au niveau des vaisseaux sanguins qui alimentent
la rétine. Sa prévalence augmente avec la durée du diabéte et le niveau de 1’hyperglycémie
chronique.
Selon I’'UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Study) chez 2964 patients diabétiques
de type2 dont le diabete venait d’étre découvert, la prévalence de la RD était de 39 % chez les
hommes et de 35 % chez les femmes au moment du diagnostic du diabéte (57)Résultat qui
concorde avec le notre. Cependant pour la cardiopathie nous avons constaté une prédominance
féminine, avec une proportion de (61,54%) et c’est ce qui corrobore avec différentes études
réalisées a travers le monde tel que celle de Y.Hdidou, H.Aynaou et H.Latrech réalisée en 2014,
qui a concernée 51 cas (58).

6. Répartition des fréquences génotypiques dans les deux groupes

L’étude moléculaire a concernée nos 35 patients diabétiques ainsi que les 60 témoins présumés
sains.

Tableau 05 : fréquence génotypique du polymorphisme C677T de la MTHFR

Témoins Diabétiques

N | % N | %

CC [22]36,67% [[CC | 14| 40%

CT |21]|35%% CT 12 | 34,29%

TT 17 128,33% || TT 09 | 25,71%

Total | 60 | 100% | Total | 35 | 100%

Le tableau 05 montre la comparaison des fréquences génotypiques entre les témoins et les
Diabétiques.

Nous avons déterminé le génotype de 60 témoins et 35 diabétique de type 2 compliqué.

Le génotype C/T présente la méme fréquence que le génotype C/C, dans les deux groupes, pris
séparément.

Dans notre population témoin, prise au hasard, il représente 35 % ceci différe avec certains

études réalisées a travers le monde, et concorde avec d’autres (59)
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La distribution des génotypes du polymorphisme de la C677T du MTHFR ne différe pas
Beaucoup entre les témoins et les diabétiques, et elle présente le méme ordre décroissant en
Fréquences, correspondant aux génotypes CC, CT, en premier lieu, puis, a un degré moins, TT

respectivement (Tableau 05).

/! (10

40,00% -

35,00% A

30,00% - 71%

25,00% A
B Témoins
20,00% A
M Diabétiques

15,00% A
10,00% -

5,00% -

0,00% T T 1
CC% CT% TT%

Figure 12 : Répartition des fréquences génotypiques dans la population de Témoins et dans
les diabétiques

Selon les résultats obtenus (Figure 12), on peut observer que le génotype CT a, la méme,
fréquence, que le génotype homozygote, normal : CC, et, chez les diabétiques, et chez les
témoins.

Le génotype homozygote muté TT, correspond a une fréquence de 25,71% chez les
diabétiques, et il est de 28,33% chez, les témoins, montrant que la présence de cette mutation,
n’est pas corréler ni a la maladie ni a la présence d’un diabéte de type2 compliqué. Ce résultat
concorde avec certain nombre d’études(60)

En revanche d’autres études démontrent que la mutation TT 677 de la MTHFR est associée au,
diabete de type 2 compliqué tel que 1’¢étude réalisée par Najiba Fekih et al en 2017(61) (62)

La discordance entre ndtre étude et ces études, peut étre expliqué par la taille de 1’échantillon ;
vu que notre échantillon est trés restreint.

Un plus grand nombre d’études exhaustives, et/ou multicentriques, peut aider a expliquer cette

disparité entre les résultats.
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7. Répartition des fréquences alléliques dans les deux groupes

Tableau Ne06: Fréquences alléliques de la MTHEFR chez les diabétiques et chez les témoins.
Témoins diabétiques

N | % N | %

C 65 | 54,17% | 40 | 57,14%
T 55 145,83% | 30 | 42,86%
Total | 120 | 100% | 70 | 100%

Le tableau 6 montre que la répartition des alleles de la MTHFR est inégale sur I’ensemble de
deux groupes. Cependant on trouve que 1’allele T présente la méme fréquence dans les deux
groupes (Figure 13), chez les témoins il est de 45,83 % par rapport a 42,86 % chez les
diabétiques compliqués ; ce que confirme la non implication de ’all¢le T dans la survenue d’un

diabéte de type 2.

60,00% - Sl

50,00% - o
40,00% -
mC%
30,00% - %

20,00% -

10,00% -

0,00% T T
Témoins Diabétique

Figure Ne13 : Répartition des fréquences alléliques de la MTHFR dans la population
témoin et dans les diabétiques
A ce stade de notre travail nous ne pouvons tirer des conclusions en ce qui concerne la relation

entre la présence de 1’allele T et chaque type de complication prit séparément, comme rapporté

dans la littérature (61) (62)

Tableau 07 : Calcul des Odds ratio des sujets diabétiques ayant un alléle T par rapport aux
témoins ayant un génotype CC.

Odds ratio | P
TT vs CC 0,77 ns
TT+CT vs CC 0,86 ns

* . Limites de confiance selon Cornfield a 95%
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Le calcule de I’Odds ratio montre que :

- les porteurs de I’allele T ne présentent pas une association significative vis-a-vis d’un diabete

de type2 compliqué, suggérant que les sujets ayant un allele T ne sont pas prédisposés a
développer un diabéte de type 2.

Ceci ne concorde pas avec les nombreuses études qui démontrent I’implication de I’allele T

dans la survenue d’un diabéte de type 2 et /ou ses complications (36) (64)

e
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Conclusions et perspectives

Notre étude sur des diabétiques de type 2 poly compliqués a révélé 1’absence d’une association
significative au polymorphisme C677T de la MTHFR.
Les travaux doivent se poursuivre, en étudiant 1’interaction de ce polymorphisme avec d’autres

facteurs génétiques, ainsi qu’avec des facteurs non génétiques

Le diabete de type2, reste de nos jours la pathologie chronique au pronostic le plus sombre. Il
est classé parmi les maladies les plus mal diagnostiqué parce qu’il est asymptomatique dans les

premiers stades de développement (expression clinique tardive)

Plusieurs facteurs de risque ont été débattus, mais les données scientifiques disponibles sont

insuffisantes pour conclure.

Cependant, la prédisposition génétique reste, a ce jour, le seul facteur de risque ayant un impact

sur I’incidence du diabéte de type2.

Beaucoup de nouveaux techniques et méthodes sont proposées a travers le monde par des

chercheurs afin de poser un diagnostic le plutot possible précoce.

Un domaine clé de I’activité de recherche consiste a ¢€laborer des meilleures méthodes de
diagnostic du diabéte de type2. De plus, il y a maintenant de forte présomption pour que les
microARN puissent également servir de biomarqueurs circulants pour le diabéte de type?2.

Malgré toutes ces avancées, I’impact sur le pronostic n’est toutefois pas prouvé.

Ce travail donne déja une idée sur les particularités épidémiologiques du diabéte de type2 dans
I’Est-Algérien, étant donné que le CHU de Constantine draine la majorité des malades atteints
d’un diabéte de type2.

Les travaux doivent se poursuivre, dans ce but il nous apparait intéressant, de réaliser des études

multicentriques.

<
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Annexe 1 : Le questionnaire

Date :

No.
Nom:ooovoeeenn, Prénom..................... Sexe
Age: Poids : Taille : Tour de taille :
Situation familiale Marié (e) : Célibataire : Autre :
Niveau d’étude : Primaire : Secondaire : universitaire : Autre....
FONCHION .o,

Origine ethnique :

AULIES Touviiiiiii
Fumeur : Nbre/J : Café : Nbre/J :
Chique : Alcool :

Tension artérielle : Systolique : Diastolique :
Contraceptifs : Types de contraceptifs :............cooeiiiiinnn.
Age de diabete :
Pathologies associées :

Antécédents Personnels Antécédents Familiaux

TTATEEIMEILS .ottt ettt et e e e e e e e e e

Chol :... TG :...HbAlc: pAlb:... Hey : ...Glycémie : ... Autre :




Annexe 2:

-Les étapes de I'extraction de I'ADN :

1- Préparation des leucocytes

-Dans un tube Falcon de 50 ml ; mettre le sang total (7-10 ml) et compléter a 45ml avec du
TE 20 :5. Laisser 10 min dans la glace.

- Centrifuger 15 min a 3900 g (3900 rpm).

- Déverser le surnageant prudemment afin de garder le culot leucocytaire précipité au fond de
tube.

- Rajouter le TE 20:5 au culot jusqu’a 25-30 ml, agiter pour le remettre en suspension et
laisser 10 min dans la glace.

- Centrifuger dans les mémes conditions précédentes.

- Déverser le surnageant : obtention d’un culot de leucocytes. (Si on s’arréte a ce niveau, les
mettre dans un tube nunc de 15 ml avec du TE 10 :1 et les conserver a -20°C dans un
congélateur).

2- Extraction de ’ADN

- Décongeler les leucocytes.

- Centrifuger pendant 15 min a 3900 rpm

- dilacérer le culot de leucocytes soigneusement afin de les prendre complétement et les
mettre dans un tube Falcon conique de 15 ml.

- Ajouter 3 ml de tampon de lyse (Na C1 400 mM,EDTA 2mM,Tris 10mM,PH 8.2)

- Ajouter 200 pL de SDS a 10% (100 g SDS + 1000 ml H20)

- Ajouter 100 pL de protéinase K (PK) a 10 mg / ml.

- dans I’¢étuve, Agiter le tube sur une roue rotative a 37°C pendant une nuit.

- Le lendemain ; refroidir dans la glace.

- Ajouter 1 ml de Na Cl 4 M et agiter rigoureusement a la main.

- Remettre 5 min dans la glace (précipitation des protéines).

-Centrifuger 15 min a 2500 rpm.

-Transvaser le surnageant dans un tube Falcon de 50 ml, ajouter 2 fois son volume d’éthanol
absolu (100%) préalablement refroidi et agiter en tournant le tube plusieurs fois : la
formation de la méduse visible a I’ceil nu. (Laisser éventuellement 30 min a —20°C si la
pelote d’ADN ne se forme pas).

- Récupérer la pelote d’ADN par une pipette pasteur et la rincer 2 fois dans 1’éthanol a 70%

dans un tube nunc (eppendorf) stérile.



3-Solubilisation de I’ADN :

- L’ADN est réhydraté en ajoutant entre 300 et 1000 pL. de TE 10 :1 selon la grosseur de la
pelote et la concentration souhaitée.

- Laisser une nuit sur agitateur rotateur a 37°C, puis a température ambiante jusqu’a
dissolution compléte (de 1 jusqu’a 3 jours).

- Pour la réextraction de I’ADN, dans le cas ou il est contaminé (par des protéines ou par un
ARN), ajouter a la solution d’ADN, 200 ul SDS et 200 ul PK, agiter et laisser dans la roue a

une température de 37°C pendant 7 jours, puis déterminer la DO de cette ADN.



Annexe3

Tableau 9: Préparation du milieu réactionnel du PCR pour MTHFR

PCR MIX Quantité
H20 35.2p
Tampon 10x sans Mg cl2
Dntp 2Mm Su
MgCI2 Mm 3u
(1,5mM)

X
Oligo F 0,2u Nombre
(100 pmol/ pl) D' ADN
Oligo R (100pmol/ul) 0,2u
Taq polymérase 0,4u

Dans I’ependorf : 2ul ADN + 49 pl Mix ; puis dans le thermocycleur et appliquer le
programme de ’MTHFR.
» Oligo nucléotides utilisés :
Oligo F (forward primer) : 5°-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3'
OligoR (reverse primer) : 5’-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3'
> Dilutions des solutions méres utilisées
% Oligo F solution mére 268 ,2ml (dilution 1/25)
Oligo F solution fille : 37,28 ml de Oligo F solution mere + 62,72 ml H20 distillé.
++ Oligo R solution mére 333ml
Oligo R solution fille : 30 ml de Oligo R solution mére + 69,97 ml H20 distillé.
¢ dNTP solution meére
dNTP solution fille : 10 ml de ANTP solution mere + 90 ml H20
s MgCIl2 solution meére

50ml MgCI2 + 50ml H20 distillé



Tableau 10: Déroulement des cycles de la PCR dans le thermocycleur

Nombre de Etape Température | Durée
cycles O
X1 Dénaturation 94 Smin
X30 Dénaturation 94 30s
Hybridation 65 30s
Elongation 72 40s
72 10min
4 Smin-24h




Annexe 4

Tableau 11: préparation du milieu de digestion par 1'enzyme Hinf I

Milieu de digestion Quantité en pl
Tampon de Hinf I 5

Hinf 1

H20 4

BSA (Bovine sérum 0,2

albumine)

X (nombre de produit de PCR) 30 ml produit PCR +10 ml de Mix

- le BSA est un activateur.

Préparation du gel d’agarose :

1,5 g d’agarose + 100 ml TBE 1X + 10 ml BET (Bromure d’etidium)
Dépots des échantillons :

- 15 pl de produits de digestion + 2 a 3 ul de Bleu de promophénol

- 3 ul de marqueur (PM 20pb LADDER ref.018206) + 2 a 3 ul de Bleu Bromophénol.
Préparation de Bleu de Bromophénol (BBP) : BBP 20mg

[(Tris 0.5M: 2ml + Glycérol: 5Sml) PH 7.5] Qsp 10 ml H20
Préparation de TBE 10X: Tris 108g

- Acide borique 55¢g

- Ajuster le PH a 8.3 avec ’acide acétique glacial

- EDTA 9.3¢g

- QSP 1L H20
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Résumé

Résumé

Dans toutes les études de taille suffisante pour se préter a ce type d’analyse, Il est, reconnu que
le polymorphisme C677T est significativement corrélé au degré de gravité¢ des complications

cardiovasculaires diabétiques, et surtout responsable de I’augmentation du taux de mortalité.

L’objectif de cette étude a été de réaliser une approche sur, la relation entre le polymorphisme
C677T du gene MTHEFR et la survenue d’un diabete de type 2 et /ou ses complications dans 1’est
Algérien. Le polymorphisme C677T est un parametre, selon différentes études, susceptible,

d’étre impliquer dans 1’apparition des complications cardiovasculaires du diabéte de type 2.

Les résultats de notre étude, montrent que les porteurs de 1’allele T ne présentent pas une
association significative vis-a-vis d’un diabéte de type2 compliqué, suggérant que les sujets
ayant un allele T ne sont pas prédisposés a développer un diabéte de type 2 et /ou ses
complications.

Les résultats de notre étude, ne, nous permettent pas, de tirer des conclusions en ce que concerne
I’implication, du polymorphisme C677T dans, chaque type de complication prise

indépendamment des autres

Cela ne signifie pas autant que I’implication du polymorphisme C677T, ne soit pas corrélée a

certains d’autres facteurs non génétiques.

Mots Clés :

Diabeéte de type 2 Compliqué- mutation C677T- MTHFR.



Résumé

Abstract

In all studies of sufficient size to lend themselves to this type of analysis, it is recognized
that the C677T polymorphism is significantly correlated with the degree of severity of
diabetic cardiovascular complications, and mostly responsible for the increased mortality rate.

The aim of this study was to investigate the relationship between the polymorphism C677T
of the MTHFR gene and the occurrence of type 2 diabetes and / or its complications in eastern
Algeria. The C677T polymorphism is a parameter, according to different studies, likely to be
involved in the appearance of cardiovascular complications of type 2 diabetes.

The results of our study show that the T allele carriers do not have a significant association
with complex type 2 diabetes, suggesting that subjects with a T allele are not predisposed to
develop diabetes Type 2 and / or its complications.

The results of our study do not allow us to draw conclusions as far as the involvement of the
polymorphism C677T in each type of complication taken independently of the other this does
not mean as much as the involvement of the polymorphism C677T, Is not correlated with

some other non-genetic factors.

Keywords: Diabetes type 2, mutation C677T, MTHFR.
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