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Résumé

L’étude entreprise a permis de mettre a jour les parameétres sanguins, genétiques et
métaboliques significativement liés au diabéte de type 2 dans I’extréme ouest Algérien
associant ou non des pathologies cardiovasculaires.

Cette étude a montré un profil de I’hémogramme quasiment changeant chez les
patients diabétiques de type 2 de I’extréme ouest Algérien.

Les parametres hématologiques significativement associés au diabete de type 2 sont le
taux des basophiles, le VGM, la CCMH, le taux des plaquettes et la vitesse de sédimentation a
une heure (p<0,05).

Le bilan lipidiqgue montre que le non HDL-C est facteur de risque important du diabéte
de type 2, de plus, il contribue a 1’association entre le diabéte de type 2 et le risque de
survenue des maladies cardiovasculaires (p<0,05).

Le dosage de I'insuline a montré que les patients diabétiques de type 2 avec une
sensibilité réduite a I’insuline sont plus exposées a I’hypertension artérielle (p<0,05).

Une relation entre diabéte et cancer a été démontrée. Nos résultats suggerent que les
patients diabétiques traités par metformine ont un risque plus élevé de développer des cancers
(p<0,05).

A propos du métabolisme du tryptophane, I’activité d’IDO1 évaluée par le rapport
kynurénine sur tryptophane augmente significativement (p=0,008) chez les individus
diabétiques avec un épisode cardiovasculaire.

Nos résultats montrent une association entre une augmentation de 1’activité de
I’IDO1 et I’hyperglycémie ainsi qu’a 1’augmentation du cholestérol total circulant chez les
diabétiques de type 2 atteints de I’infarctus de myocarde (IDM) (p<0,05).

Nous avons entrepris de vérifier les variabilités génétiques a I’origine des variations
d’activité de ’IDOI1. L’analyse de polymorphisme rs35099072 du gene de I’'IDOI nous a
permis de conclure a une absence totale de ’allele muté T est une dominance totale de
I’alléle sauvage C chez la population génotypée pour le SNP C4325T aussi bien chez les
patients diabétiques avec IDM (0%) et sans IDM (0%), et donc une dominance totale de
I’allele sauvage C dans notre population.

Mots clés : diabete de type 2, extréme ouest Algérien, maladies cardiovasculaires,
parameétres hématologique, non HDL-C, insuline, hypertension artérielle, metformine, cancer,
métabolisme de tryptophane, IDO1, polymorphisme rs35099072.






Abstract

The study undertaken made it possible to update the blood, genetic and metabolic
parameters significantly linked to type 2 diabetes in the extreme western of Algeria, whether
or not it is associated with cardiovascular pathology.

This study showed an almost changing of the hemogram profile in type 2 diabetic
patients from the extreme western of Algeria.

Hematological parameters significantly associated with type 2 diabetes are basophilic
levels, MCV, MCHC, platelet levels and sedimentation rate at 1 hour (p<0.05).

The lipid test shows that non HDL-C is an important risk factor for type 2 diabetes, in
addition it contributes to the association between type 2 diabetes and the risk of
cardiovascular disease (p<0.05).

Insulin measurement has shown that type 2 diabetic patients with reduced insulin
sensitivity are at increased risk of arterial hypertension (p<0.05).

A relationship between diabetes and cancer has been demonstrated. Our results
suggest that diabetic patients treated with metformin have a higher risk for developing cancers
(p<0.05).

Regarding to tryptophan metabolism, IDO1 activity evaluated by the
kynurenin/tryptophan ratio increases significantly (p=0.008) in diabetic individuals with a
cardiovascular episode.

Our results show an association between an increase in IDO1 activity and
hyperglycemia and the increase in total cholesterol circulating in type 2 diabetics with
myocardial infarction (Ml) (p<0.05).

We have undertaken to verify the genetic variability behind the variations in IDO1
activity. The rs35099072 polymorphism of the IDO1 gene analysis allowed us to conclude
that there is a total absence of the mutated allele T and a total dominance of the wild allele C
in the population genotyped for C4325T SNP both in diabetic patients with Ml (0%) and
without MI (0%) and therefore is a total dominance of wild allele C in our population.

Keywords: type 2 diabetes, extreme western of Algeria, cardiovascular diseases,
hematological parameters, non HDL-C, insulin, arterial hypertension, metformin, cancer,
tryptophan metabolism, IDO1, rs35099072 polymorphism.
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1. Introduction générale

La prévalence du diabete a pris des proportions épidémiques a travers le monde au
cours des deux derni¢res décennies. L’Algérie ne fait pas exception, avec un nombre
grandissant de personnes atteintes de cette maladie. En 2017, pres de 1,8 millions de cas de
diabete en Algérie avec une prévalence nationale de 6,9% (IDF, 2017).

L'augmentation de la prévalence du diabéte est observée un peu partout dans le monde,
tant dans les pays industrialisés que dans les pays en developpement (Beaglehole and
Lefébvre, 2009).

Le nombre de personnes de 20 a 79 ans atteintes de diabete dans le monde est estimé a
425 millions en 2017 et on prévoit qu'il atteindra les 629 millions en 2045 (IDF, 2017).

Le vieillissement de la population, la sédentarité et la prévalence élevée de surpoids
dans la population sont les principaux facteurs attribuables dans 1’augmentation du nombre de
personnes vivant avec le diabéte (NCD-RisC, 2016).

Les conséquences majeures du diabete sont reliées aux complications qui peuvent faire
leur apparition avec le temps. En effet, I’hyperglycémie qui persiste sur une longue durée
endommagent les vaisseaux sanguins et les nerfs et peuvent entrainer de graves
complications. L'hyperglycémie a des effets néfastes sur: les reins (néphropathie), les yeux
(rétinopathie diabétique, cataractes et glaucome), le systeme neurologique (neuropathie), le
ceeur (infarctus), les vaisseaux sanguins (hypertension, artériosclérose) (Bourne et al., 2013).

Actuellement, on divise le diabéte en deux groupes. Le diabete de type 1
précédemment appelé diabete insulino dépendant ou diabete juvénile, touchant environ 10%
des diabetiques. 11 s’agit d’une maladie auto-immune (WHO, 2016).

Quant au diabéte de type 2 (DT2) appelé aussi diabéte non insulino dépendant ou
diabéte de 1’adulte qui ne se manifeste généralement qu'aprés 40 ans, il affecte le reste des
diabétiques, deux anomalies peuvent étre responsables de I'hyperglycémie, I'insulinopénie et
I'insulinorésistance (WHO, 2016).

Mais en réalité, le DT2 englobe en fait quatre catégories: deux formes sévéres de la
maladie et deux formes moins sévéres (Ahlqvist et al., 2018).

Parmi les formes séveres on retrouve: Le diabéte insulinodépendant sévére et le
diabéte insulinorésistant sévere.

Les patients atteints de diabéte insulinodépendant sévere ont un indice de masse
corporelle (IMC) relativement faible, manquent d'insuline et la maladie apparait précocement.
Ces patients ont un risque élevé de développer une rétinopathie diabétique que les autres.

Le diabéte insulinorésistant est 1i¢ au surpoids ou a 1’obésité, et les cellules répondent
difficilement a I'insuline. Ces patients présentent une forte probabilité d'avoir une maladie du
foie ou une insuffisance rénale chronique.

Quant aux formes moins séveres, I'une des deux formes est un diabéte lié a un IMC
élevé (I'obésité), l'autre diabéte est lié a I'age (le vieillissement).

L’insulinorésistance trouve son origine dans les mécanismes de liaison de I’insuline a
son récepteur.

Cette liaison entraine la phosphorylation de résidus tyrosine de insulin receptor
substrates (IRS) permettant 1’activation de la phosphoinositol 3 kinase (PI3K), puis la
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translocation du transporteur de glucose 4 (GLUT4) dans le tissu adipeux et le muscle (Pinget
and Boullu-Sanchis, 2002).

Quant au mécanisme du déficit insulinosécrétoire, il résulte de I’incapacité du
pancréas endocrine a s’adapter a la demande accrue a I’insuline que 1’on rencontre chez les
individus obeses (Cerasi and Ktorza, 2007).

L’exposition chronique des ilots pancréatiques a de fortes quantités de nutriments
(hyperglycémie et exces d’acides gras libres) induit des dysfonctionnements des cellules et
aboutit a leur mort cellulaire définissant le concept de glucolipotoxicité.

L’hyperglycémie entraine une apoptose des cellules B par I’induction de 1’expression
du récepteur pro-apoptotique FAS a la surface de ces cellules et cette expression est ensuite
positivement régulée par la production d’interleukine 1 béta (IL-1B) par les cellules B sous
I’influence glucose (Donath and Shoelson, 2011).

La voie nuclear factor kappa binding (NFkB) est également activée dans les cellules 3
des ilots par I’intermédiaire de I’action du glucose et I’IL-1p et son inhibition semble protéger
ces cellules des effets néfastes liés a la glucotoxicité (Donath and Shoelson, 2011).

IL-1B induit une libération accrue de chemokines responsables du recrutement des
macrophages (Boni-Schnetzler et al., 2008).

Ceux-ci produisent ensuite une grande quantit¢ d’IL-1p et d’autres facteurs
cytotoxiques, qui vont ensuite nuire au fonctionnement de la cellule . Ces mécanismes
peuvent étre responsables de la diminution et de I’altération des fonctions des cellules 3
(Maedler et al., 2006; Weksler-Zangen et al., 2008).

De ce fait le DT2 est devenu I’un des principaux facteurs de risque des maladies
cardiovasculaires (MCV). Il a été estimé que 14 a 47 personnes agées de 50 a 69 atteintes de
diabéte sur 1000 présentent une MCV (un infarctus du myocarde (IDM), une angine de
poitrine et une insuffisance cardiaque) chaque année (Largay, 2012).

Selon I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), les MCV constituent un ensemble
de trouble affectant le cceur et les vaisseaux sanguins, qui comprend : les cardiopathies
coronariennes (touchant les vaisseaux sanguins qui alimentent le muscle cardiaque), les
maladies cérébraux-vasculaires (touchant les vaisseaux sanguins qui alimentent le cerveau),
les artériopathies périphériques (touchant les vaisseaux sanguins qui alimentent les bras et les
jambes), les cardiopathies rhumatismales (affectant le muscle et les valves cardiaques et
résultant d’un rhumatisme articulaire aigu), les malformations congénitales cardiaques
(malformations de la structure du cceur déja présente a la naissance), les thromboses veineuses
profondes et les embolies pulmonaires (obstruction des veines des jambes par un caillot
sanguin, susceptible de se libérer et de migrer vers le cceur ou les poumons) (WHO, 2017).

Plus de 82% des decés par MCV surviennent dans les pays a revenu faible ou
intermédiaire (WHO, 2017). En Algérie, selon une étude réalisée par I’OMS et I’institut
national de santé publique (INSP) et d’apres la société Algérienne de cardiologie (SAC) les
MCV sont la cause d’un décés sur quatre, les MCV représentent la premiére cause de
mortalité avec 26,1% de décés annuels (Yahia-Berrouiguet et al., 2011).

Dans la majorité des cas, les accidents ischémiques aigus tels que les IDM et les
accidents vasculaires cérébraux sont la conséquence clinique de la maladie athéromateuse
consécutives a une rupture ou une érosion de la plaque d’athérosclérose avec formation d’un
thrombus obstruant la lumiére vasculaire (Libby, 2001).
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L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique évolutive caractérisée par
des dépdts de lipides et d’¢léments fibreux dans la paroi des artéres (Paul and Baudin, 2009).

Plusieurs Mécanismes moléculaires athéromateux sont impliqués dans 1’athérosclérose

Les lipoprotéines essentiellement les lipoprotéines de basse densité (LDL-C) oxydees,
les macrophages, les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les lymphocytes
sont les principaux acteurs de la génése de la plaque.

La premiere étape de la formation d’une plaque athéromateuse est la pénétration des
lipoprotéines dans 1’espace sous endothéliales par un phénomene de transcytose (Simionescu
et al., 2002). L’oxydation des LDL-C in situ semble étre liée a la présence de macrophages
dans la paroi vasculaire (Tsimikas, 2008).

L’oxydation des LDL-C a deux grandes conséquences: ’initiation d’une réaction
inflammatoire qui va s’amplifier et la formation de cellules spumeuses (Paul and Baudin,
2009). Les LDL-C oxydées favorisent I’expression endothéliale des sélectines E et P ainsi que
des molécules d’adhésion vasculaire et intercellulaire (VCAM-1, ICAM-1) qui ont la capacité
de se lier a des ligands de la famille des intégrines présents a la surface des leucocytes comme
les monocytes (Packard and Libby, 2008).

Les monocytes ainsi pénétrés dans ’espace sous endothéliale se transforment en
macrophages par divers facteurs: la protéine chémoattractive monocytaire-1 et le facteur de
stimulation des macrophages (MCP-1 et M-SCF) (Bauters, 2000).

Les LDL-C sont normalement fixées aux récepteurs natifs dont I’expression est
étroitement régulée par la concentration intracellulaire de cholestérol, par contre les LDL-C
oxydées sont reconnues par des récepteurs « scavenger » portés par les macrophages, ces
récepteurs ne sont pas controlés par le contenue intracellulaire en cholestérol, les LDL-C
oxydées s’accumulent dans les macrophages conduisant a la formation des cellules spumeuses
qui est a I’origine des stries lipidiques responsable des 1ésions d’athérosclérose (van Berkel et
al., 2005).

Plusieurs cytokines pro-inflammatoires sont produites par les macrophages (Tumor
Necrosis Factor a (TNFa), interféron gamma (INFy), interleukine 1 (IL-1)) qui favorisent le
recrutement des monocytes et induirent la libération des métalloprotéinases matricielles
(MMP) capables de dégrader la matrice extracellulaire, des cytokines anti inflammatoires
telles que les: transforming growth factors B (TGFp), IL-4, IL-10 et des inhibiteurs tissulaire
des MMP (inhibiteurs tissulaire des métalloproteinases TIMP-1 et 2) sont également présents
(Hansson et al., 2006; Methe and Weis, 2007).

Les cellules musculaires lisses migrent de la média vers I’intima en traversant la
limitante élastique interne, leurs prolifération est contr6lée par le facteur mitogene platelet
Derived Growth factor (PDGF) secrété par les monocytes, les plaquettes et I'endothélium. Au
cours de ce passage les cellules musculaires lisses sécrétent des protéines conjonctives
(collagéne, d’élastine et de proteoglycanes) a forte affinité pour les LDL-C oxydées (Packard
and Libby, 2008).

Les LDL-C oxydées ont une propriété cytotoxique par 1’induction de 1’apoptose des
cellules spumeuses et augmentent les dépots lipidiques acellulaires c’est le centre lipidique
(Feng et al., 2003), les protéines conjonctives sécretees par les cellules musculaires lisses
entourent le centre lipidique pour installer la plaque athéroscléreuse (Steinberg, 1997).

Par consequent, la croissance de la taille de la plague entraine une sténose
(retrecissement de la lumiére artérielle), qui est la base de la diminution de 1’apport sanguin
artériel a un organe et donc I’hypoxie des territoires irrigués par 1’artere.

4
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La plague est alors susceptible de se rompre, la rupture de la plaque met en contact le
sang avec les facteurs tissulaires du noyau lipidique libérés lors de 1’apoptose des
macrophages declenchant la cascade de coagulation sanguine, la conséquence est un
phénomeéne de thrombose (formation d’un caillot sanguin) (Shah, 2007).

L’embolie artérielle est le résultat de détachement et de la migration d’une partie du
thrombus. Une fois arrivé dans un vaisseau trop petit, il s’immobilise et obstrue celui-ci (Paul
and Baudin, 2009).

L’analyse des parametres hématologiques est couramment effectuée chez les
diabétiques. De nombreuses études ont montré une association entre quelques parametres
hématologique y a compris les globules rouges, les globules blancs, les facteurs de
coagulations et les plaquettes d’une part et le DT2 d’autre part.

Un nombre élevé de globules rouges ainsi que I’hématocrite et 1’hémoglobine sont
positivement associée a 1’insulinorésistance (Gori, 2011).

Des études épidémiologiques suggerent une association entre les globules blancs ou la
formule leucocytaire, un marqueur non spécifique de I’inflammation chronique impliquée
dans la pathogénése du DT2 et le risque du diabéte (Bi et al., 2012).

De plus, une activation élevée des plaquettes chez les diabétiques a été révélée (Coban
et al., 2007).

Chez les diabétiques, la perturbation de la formule leucocytaire, ’hématocrite, les
plaquettes, 1’agrégation et la déformabilité érythrocytaire peut entrainer le développement
d’une inflammation et une tendance a la coagulation et & des complications microvasculaires
(Demirtas et al., 2015).

L’augmentation de la viscosité sanguine chez les patients atteints du DT2 avec risque
élevé des MCV affecte négativement la microcircualtion entrainant une mincroangiopathie
(Cho et al., 2008).

Certains paramétres hématologiques et notamment les leucocytes sont liés au risque
d’événements cardiovasculaires.

Des études ont révélé qu'une numération leucocytaire plus élevée, I'une des principales
composantes du processus inflammatoire, contribue a la progression athéroscléreuse et aux
MCV (Gillum et al., 2005).

La formule leucocytaire ¢élevée est 1’'une des principales composantes de processus
inflammatoire. Elle contribue a la progression de 1’athérosclérose et des MCV (Maitra, 2010).

Une étude a montré qu’une activité plaquettaire élevée augmente les complications
vasculaires chez les diabétiques de type 2 (Nicholaos Kakouros et al., 2011). Une réactivation
des plaquettes chez les patients atteints de diabéte peut conférer une protection
cardiovasculaire moindre avec un traitement antiplaquettaire, en particulier I'aspirine
(Christensen et al., 2015).

On ne peut pas a ce jour parler de gene majeur de susceptibilité au DT2 et aux
pathologies cardiovasculaires. Les genes ont un effet cumulatif dans le déclenchement de la
maladie.

De nombreuses études montrent I’influence des différences de fond génétique sur la
régulation de la sécrétion d’insuline et de son action sur ses tissus cibles, et soulignent
I’importance de la notion de génomique.
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Cependant la notion de génomique nutritionnelle gagne du terrain sur la susceptibilité
au DT2 et sa progression et sur 1’obésité. La génomique nutritionnelle étudie 1’influence des
macro- et micro-nutriments sur I’expression des génes qui contrdlent le métabolisme et
I’homéostasie énergétique.

Ce nouveau concept s’appuie sur des technologies baptisées « omiques », destinées a
analyser globalement le génome lui-méme, mais aussi les profils d’expression des acides
ridonucléiques (ARN) messagers (transcriptomique), des protéines (protéomique) et des
métabolites (métabolomique).

Les approches métabolomiques offrent I’avantage d’étendre 1’étude génétique a tous
les métabolites dont les changements qualitatifs ou quantitatifs sont un reflet direct d’une
pathologie telle que le DT2.

Dans la plupart des cas, le métabolisme lipidique et celui des acides aminés
essentiellement du tryptophane (Trp) du patient diabétique de type 2 sont perturbés

Premiérement, le patient diabétique de type 2 présente souvent une dyslipidémie
athérogene (Paquot and Scheen, 2003), comprenant une concentration accrue de triglycéride
et un taux abaissé de lipoprotéine de haute densité (HDL-C), deux parameétres rentrant dans la
définition du syndrome métabolique (Scheen et al., 2006).

Pour cela, le DT2 augmente deux fois le risque d’un événement cardiovasculaire (Fox
et al., 2004).

Des anomalies lipidiques représentent les facteurs de risque essentiels de survenu des
pathologies cardiovasculaires au cours du DT2 notamment 1’élévation du cholestérol total,
triglycéride, augmentation des LDL-C et la diminution du niveau des HDL-C (Hermans et
al., 2011).

Bien que le LDL-C reste la principale cible thérapeutique pour la protection contre les
MCV, une amélioration des niveaux de LDL-C chez les patients diabétiques ne réduit pas le
risque d’une maladie coronarienne récurrente (EACPR, 2011).

Donc le LDL-C ne permet pas d’évaluer avec précision le risque cardiovasculaire
chez les diabétiques de type 2. Il est donc indispensable de disposer de mesures fiables et
comparables. Ce qui justifie I’importance du calcule de non HDL cholestérol (non HDL-C)
(Lu etal., 2003).

Il s’avére que le non HDL-C est un prédicteur important du risque cardiovasculaire,
car il contient du cholestérol de toutes les particules athérogénes (LDL-C, VLDL-C, IDL)
(Wongcharoen et al., 2017).

Le non HDL-C est calculé a partir du profil lipidique en soustrayant le HDL-C du
cholestérol total (Virani, 2011).

L’apolipoprotéine B (apo B) est également présente dans les principales particules
athérogenes (LDL-C, lipoprotéine de trés basse densité (VLDL-C), lipoprotéine de densité
intermédiaire (IDL)), alors qu’elle est absente dans la molécule antiathérogénique HDL-C
(Mullick et al., 2011). I’Apo B semble étre un prédicteur majeur des MCV, et son estimation a
été employée comme un indicateur supérieur du risque cardiovasculaire que le cholestérol
total ou le LDL-C (McQueen et al., 2008).

Dans les études réalisées pour I’évaluation du risque cardiovasculaire, la relation entre
I’apolipoprotéine B et le non HDL-C semblent étre plus favorable que 1’évaluation du LDL-C
(Sondermeijer et al., 2013).
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Actuellement le non HDL-C et I’apoprotéine B sont recommandés comme cibles
alternatives pour la gestion de la dyslipidémie, le diabéte et les maladies rénales chroniques
(EACPR, 2011).

Les patients atteints du diabete, du syndrome métabolique ou de
I’hypertriglycéridémie présentent une dyslipidémie athérogene caractérisée par des
concentrations élevées des triglycérides et des lipoprotéines LDL-C de petite taille (Taskinen
and Borén, 2015).

Bien que la corrélation entre I’apo B et le non HDL-C a été bien étudiée afin d’évaluer
le risque cardiovasculaire, les données sur la relation entre I’APOB et le non HDL-C dans le
diabéte et le syndrome métabolique sont limitées (Ramjee et al., 2011).

Quelques études montrent que I’apo B et le non HDL-C sont fortement corrélés tandis
que 1’¢élévation des taux de triglycérides modifient la corrélation entre 1’apo B et le LDL-C
principalement chez les individus non traités (Barkas et al., 2015; Leroux et al., 2000).

Il est maintenant clair que le non HDL-C et l'apo B sont étroitement liés
métaboliquement et qu'ils peuvent se substituer mutuellement (Hermans et al., 2011).

Les altérations multiples dans les fractions lipidiques sont le résultat de I’action de
I’insuline sur le métabolisme des lipides (Verges, 2001).

Les niveaux et la signalisation de I’insuline chez les diabétiques sont retrouvés
associes au risque de différents types des cancers (Escribano et al., 2017; Giovannucci et al.,
2010), mais cette association est contreverssée (Gariani et al., 2010; Schlienger, 2013).

Deuxiémement, plusieurs études associant le métabolisme de Trp au diabéte.

Le Trp est un acide amin€ essentiel composé d’un groupement carboxyle (COOH), un
groupement amine (NH3) et une chaine latérale R constituée de 2 noyaux aromatiques.

L’apport journalier en Trp recommandé par ’OMS est de 4 mg/kg/jour (WHO and
United Nations University, 2007), chez la population francaise des besoins en Trp d’environ
200 mg/jour ont été estimés par I’AFSSA (AFSSA, 2008), ces besoins observés sont plus
faible par rapport aux populations occidentales, selon I’étude NHANES III ces populations
ont un apport moyen en Trp de 900 mg/jour (FNB/IOM, 2002).

La viande de beeuf, la viande de poulet, les ceufs, le lait et les produits laitiers, les
amandes et les cacahuétes représentent les principales sources de Trp dans 1’alimentation.

Le Trp serait également métabolisé via deux voies métaboliques: la premiére voie est
celle des kynurénines dont 90% du Trp périphérique est métabolisé via cette voie (Schwarcz
etal., 2012), cependant 10% de Trp va étre transformé en sérotonine via la deuxiéme voie qui
s’appelle la voie de la sérotonine (Huang et al., 2004).

Le Tryptophane 2,3 dioxygénase 2 (TDO2), I’indoleamine 2,3 dioxygénase 1 (IDO1)
et I’indoleamine 2,3 dioxygénase 2 (IDO2), ce sont les enzymes clé de la voie des
kynurénines, elles dégradent le Trp en N-formylkynurénine qui est rapidement métabolisée
Kyn. Ces trois enzymes ont la méme fonction mais leurs localisations tissulaires sont
différentes.

La découverte du TDO?2 a eut lieu pour la premiére fois en 1930, comme une enzyme
eucaryote et procaryote a la fois (Dolusi¢ et al., 2011) en 1955 il a été décrit dans le foie du
rat et ensuite dans de nombreux autres organismes (Alameer, 2016).
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TDO?2 est une protéine homotétramérique de 190 KDa chez les eucaryotes et de 120
KDa chez les procaryotes Codée par le géne TDO2 localisée dans le chromosome 4
(Arefayene et al., 2009; Boros et al., 2018).

Chez I’homme, cette enzyme est fortement exprimée au niveau du foie ou 90% de 1-
Trp est catabolisé (Meng et al., 2014). Les glucocorticoides, le Trp lui méme et la kynurénine
induisent I’expression de TDO2 (Dolusi¢ et al., 2011), en effet le promoteur de cette enzyme
contient des éléments de réponse aux glucocorticoides (GRE), la fixation de la
dexamethasone sur 1’élément GRE augmente 1’expression de TDO2 de deux fois et demi dans
les hépatocytes humaines (Soichot et al., 2013).

L’enzyme IDO1 a été décrite en 1963, et isolée pour la premiere fois en 1967 a partir
de I’intestin gréle des lapins, cette enzyme exerce la méme fonction que TDO2 en catalysant
le I-Trp en kynurénine (Alameer, 2016). L’IDO1 est une protéine monomérique de 45 KDa
constitue de 403 acides aminés codée par un gene situé dans la région pll.21 sur le
chromosome 8 (Rafice et al., 2009; Yeung et al., 2015).

Des mutations ponctuelles peuvent altérer I’activité enzymatique de 1’IDO1 ont été
rapportées (Boros et al., 2018). Le variant C4325T (rs35099072) c’est une mutation faux sens
dont I’Arginine 77 est remplacé par un Histidine (Arefayene et al., 2009), cette modification
structurale touche ’activité enzymatique de I’IDO1 (Boros et al., 2018).

Les protéines IDO1 et TDO2 comportent des molécules d’heme, IDO1 est inactive
sous la forme oxydée (Fe®") alors qu’elle est active sous la forme réduite (Fe?*) (Shimizu et
al.,, 1978), le cytochrome b5 (cyb5) coopére avec le cytochrome p450 réductase et
Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate (NADPH) pour I’oxydation d’IDOI1
(Maghzal et al., 2008).

Les cytokines proinflammatoires notamment I’IFNy induisent 1’expression d’IDO1
dans 1’ensemble du corps humain a I’exception des cellules hépatiques (Pantouris and Mowat,
2014).

L’induction de I’expression d’IDO1 se fait également par la liaison du
lipopolysaccharides (LPS) a son récepteur toll-like récepteur 4 (TLR4) qui active les facteurs:
NF-«kB et interferon regulatory factor 3 (IRF3) (Campbell et al., 2014).

Les cellules endothéliales, les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules B
ainsi que les cellules tumorales sont les principales cellules qui expriment cette enzyme
(Pearson et al., 2010).

Une autre enzyme homologue d’IDOT1 récente, découverte en 2007 appelée IDO2. Elle
est codée par un geéne situé sur le chromosome 8, proche de geéne qui code pour I’'IDO1 avec
des différences légeres entre les deux genes au niveau de premier et dernier exon (Ball et al.,
2007; Metz et al., 2007).

Cette enzyme est moins active que 1I’IDO1 (Pantouris and Mowat, 2014), cela est
traduit par les faibles niveau de kynurénines produit par les cellules des souris transfectées
avec IDO2 comparées a IDO1 (Ball et al., 2007).

Le cyb5 est le réducteur physiologique de I’oxydation de ’'IDO2 de la souris (Austin
et al.,, 2010; Maghzal et al., 2008). Chez les souris la présence du CPR humain (donneur
d’électrons physiologique de cyb5) et un systétme de régéneration NADPH augmentent
’activité catabolique d’IDO2 par rapport au systeme in vitro contenant le bleu de méthyléne
comme donneur d’¢électrons (Austin et al., 2010).
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Chez I’homme IDO2 est exprimée au niveau du cerveau et placenta (Metz et al.,
2007), une faible expression dans les cellules dendritiques. Son expression est induite par les
cytokines inflammatoires (Metz et al., 2014).

La N-formylkynurénine résulte de 1’ouverture du noyau indole du Trp. Elle est
rapidement convertit en Kyn sous 1’action de 1’enzyme Arylformamidase (AFMID).

La Kyn est utilisé dans la voie de la synthése du 3 hydroxyKynurénine (3-HK).
L’enzyme Kyn monoxygénase (KMO) catalyse la Kyn en 3-HK.

Ensuite le 3-HK est métabolisé par une famille d’enzymes Kyn aminotransférases :
KAT 1, KAT 2, KAT 3 et I’enzyme mitochondriale KAT 4 en acide xanthurénique (Song et
al., 2017).

Une autre voie est impliquée dans la formation de ce métabolite appelée voie de by-
pass dont I’enzyme kynuréninase (Kynu) catabolise la Kyn en acide anthranillique (AA), ce
dernier est transformé en 3-hydroxyacide anthranillique (3-HAA) de fagon non enzymatique
(Matino et al., 2015).

Le 3-HAA est ensuite métabolisé en 2-amino3-carboxymuconate semi aldéhyde
(ACMS) par une enzyme appelée 3-hydroxyanthranilate 3,4 dioxygénase (3-HAO), le ACMS
soit il est métabolisé en acide picolinique par I’enzyme aminocarboxymuconate semialdehyde
décarboxylase (ACMSD), ou en acide quinolinique (AQ) de fagon non enzymatique.
L’enzyme Quinolinate phosphoryltransférase (QPRT) catalyse la premiére étape de la
synthése du nicotinamide adénine dinucléotide (NAD™) a partir de I’acide quinolinique
(Fujigaki et al., 2017). C’est la voie des Kynurénines.

La voie de sérotonine consiste en la synthése de sérotonine a partir du Trp. Cette voie
est initiée par deux enzymes Trp hydroxylase (TPH1 et TPH2), la premiére est exprimée dans
le thymus, la rate et la glande pinéale, alors que le tronc cérébrale exprime TPH2 (Walther
and Bader, 2003), TPH2 présente une grande affinité pour le Trp par rapport a TPH1
(McKinney et al., 2005).

Ces deux enzymes catalysent la transformation de Trp en 5-hydroxyTrp (5-OHT), le
5-OHT est ensuite décarboxylé en sérotonine puis en mélatonine ou 5-HT par la
décarboxylase des acides aminés aromatiques.

La sérotonine est catalysée en 5-hydroxyindole par 1’enzyme monoamine axydase-A
(MAO-A), ce compose va étre éliminé dans les urines (Song et al., 2017).

La Kyn des patients diabétiques atteints du virus hépatite C est positivement corrélée a
I’HOMA-IR (modele évaluation homeéostatique-insulinorésistance) et a I"'HOMA-B
(Oxenkrug et al., 2013), une autre étude a montré que les sujets diabétiques présentent une
expression de I’enzyme IDOI1 et des concentrations sériques de Kyn, acide kynurénique et 3-
OHK significativement élevées par rapport aux témoins (Munipally et al., 2011).

L’acide xanthurénique réduit 1’activité de I’insuline et il forme des complexes avec le
zinc nécessaire pour la formation des hexameéres d’insuline dans les vésicules de sécrétion
(Meyramov et al., 1998). L’acide xanthurénique est un inhibiteur des récepteurs
métabotropiques du glutamate du groupe Il (Copeland et al., 2013). Les antagonistes de ces
récepteurs ont la capacité d’altérer la sécrétion de 1’insuline (Babic et al., 2012).

La combinaison d’un stress glucolipotoxique (20 mM de glucose et 0,4 mM de
palmitate) et d’un stress inflammatoire (IFNy) dans des ilots de rat en culture stimule
I’expression de plusieurs enzyme impliquées dans la voie des Kynurénines: IDO1, KMO et
KYNU et inhibe I’expression de I’enzyme QPRT, et par conséquent 1’augmentation des
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concentrations de Kynurénines et d’acide kynurénique ce qui montre la fonctionnalité de la
voie des Kynurénines dans les ilots pancréatiques (Liu et al., 2015).

Liu et ces collaborateurs ont observé que la Kyn et 1’acide kynurénique
potentialisaient de fagcon non significative la sécrétion de I’insuline stimulée par le glucose,
I’effet de la Kyn sur la sécrétion de ’insuline reste a étudier (Liu et al., 2015).

L’acide kynurénique exerce un effet antagoniste des récepteurs N-méthyl-D-aspartique
(NMDA) exprimés a la surface des cellules B du pancréas (Atouf et al., 1997). Dans des ilots
de souris et des ilots humains, le dextromethorphan qui est un antagoniste des récepteurs
NMDA stimule la sécrétion de I’insuline en réponse au glucose (Marquard et al., 2015).
Puisque les récepteurs métabotropiques du glutamate permettent 1’entré du calcium a
I’intérieur de la cellule, I’effet de dextromethorphan est associ¢ a la présence des canaux
potassique sensible & I'ATP (KATP), les récepteurs NMDA activent 1’ouverture des canaux
KATP et la fermeture des canaux calcique voltage dépendant (Marquard et al., 2015).

L’acide picolinique catalysé par I’enzyme ACMSD qui est exprimé dans le foie
favorise le stockage plutdt que la libération du glucose, le traitement des rats diabétique par la
streptozotocine induit I’expression et active I’enzyme ACMSD dans le foie, et le traitement
par I’insuline permet de contrdler I’hyperglycémie et I’expression et I’activité de cette enzyme
(Tanabe et al., 2002). Alors que les métabolites de glucose (dihydroxyacetonephosphate
(DHAP) et le 3-Phosphoglycerate (3PG)) peuvent inhiber 1’activité de 1’enzyme ACMSD
(Garavaglia et al., 2009).

Des altérations de la voie de Kynurénines sont associées avec certains facteurs de
risque cardiovasculaires y ont compris 1’obésité, la pression artérielle, les lipoprotéines
plasmatiques et la glycémie (Polyzos and Ketelhuth, 2015).

Chez les patient atteints d’angine de poitrine; les niveaux élevés de Kynurénines
plasmatiques prédisent et augmentent le risque d’IDM (IDM) (Pedersen et al., 2015).

Apres une angiographie coronarienne, le ratio K/T a éte identifié comme un prédicteur
important des événements coronariens (Pedersen et al., 2013).

L’activité de I’'IDO1 est positivement corrélée chez les deux sexes avec le LDL-C
ainsi a D’épaisseur intima/média de D’artére carotide qui est un marqueur précoce de
I’athérosclérose (Niinisalo et al., 2008).

Dans un modé¢le vasculaire in vitro, I’acide kynurénique provoque 1’adhésion des
neutrophiles et leucocytes a I’endothélium vasculaire via le récepteur couplé a la protéine G35
(GRP35) (Barth et al., 2009).

Les métabolites 3-HK et 3-HAA ainsi que le rapport AQ/Kyn sont associés a
I’inflammation et les MCV chez les patients souffrent d’insuffisance rénale (Pawlak et al.,
2010).

Le 3-HK peut médier I’apoptose des cellules endothéliales et le dysfonctionnement
endothélial induits par 1’angiotensine II via les especes réactives de l’oxygene (ROS)
dérivées de la NAD (P) H oxydase in vivo, alors que la délétion de I’'TDO1 bloque I’action de
I’angiotensine II sur les cellules endothéliales (Wang et al., 2014).

L’activation du métabolisme de Trp peut étre impliquée dans le développement de
I’anévrisme de ’aorte abdominale (AAA) (Song et al., 2017), c’est une expansion continue
de I’aorte abdominale qui touche jusqu’a 9% des hommes agés plus de 65 ans (Silverstein et
al., 2005).
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L’angiotensine II est un médiateur principal de la progression de ’AAA (Krettek et
al., 2003), in vivo I’angiotensine II induit fortement 1’expression d’IDO1 dans 1’aorte de la
souris (Wang et al., 2014).

Les patients atteints a I’AAA traités par I’angiotensine II ont des niveaux élevés
d’INFy (Juvonen et al., 1997) qui est un inducteur important de 1’expression d’IDO dans les
cellules musculaire lisses vasculaires (Cuffy et al., 2007).

La protéine C réactive est un marqueur majeur de I’incidence de ’AAA (Folsom et al.,
2015), elle est positivement corrélée avec la Kyn et le 3-HK (Zuo et al., 2016).

Cependant, la littérature rapporte trés peu d’études ayant vérifiée 1’association
génétique des enzymes impliquées dans le métabolisme du Trp au diabéte et/ou pathologies
cardiovasculaires.

L’objectif principal de cette recherche est de montrer, a 1’aide de différentes variables
intégrées (biologique, hématologique, épidémiologique, génétique et métabolique) les
particularités des patients diabétiques avec ou sans pathologie cardiovasculaire dans la région
de I’extréme ouest Algérien.

Cette démarche est une approche globale émergente, pouvant apporter une aide
précieuse, notamment dans la recherche de biomarqueurs. A ce jour, aucun marqueur ou
profil de marqueurs issu des études génétiques et métabolomiques n’est utilisé en pratique de
routine.

Le défi de cette approche vise a renforcer le diagnostic, pour stratifier les patients
inclus dans les essais cliniques.

Notre démarche nécessite I’analyse de plusieurs facteurs de prédisposition ou de
marqueurs ou encore d’empreintes hématologiques genétiques et métaboliques entre des
groupes de malades et de sujets contrdles afin d’identifier des spécificités inhérentes au DT2
dans I’ouest Algérien.

Ainsi ces données pourraient contribuer au diagnostic ou au pronostic du DT2 et des
complications cardiovasculaires associées.

Dans le but de décrire la population et surtout, a terme, de prédire le statut des
patients. Cette analyse pourrait aussi aider a la détermination de sous groupes particuliers de
patients a intégrer dans la stratification des essais cliniques.

Enfin, on attend des résultats de cette étude une amélioration de la connaissance des
marqueurs biologique du DT2 par la mise en évidence, de particularités régionales.

La progression de cette démarche conduit a la détection de modifications
hématologiques, métaboliques et génetiques subtiles que peuvent traduire des facteurs
environnementaux ou épidémiologiques.

Nous avons donné une attention particuliére a 1’analyse statistique: épuration des
données avant d’établir les modéles multivariés afin de proposer des modéles de prédiction.

A T’heure actuelle nous ne disposons que de peu de références capables d’intégrer la
complexité organisée et changeantes du DT2 et des complications associées capables
d'intégrer non seulement des changements de comportements individuels et collectifs mais
aussi des changements environnementaux.

L’impact reste insuffisant pour permettre, d'une part, une meilleure utilisation du
risque dans les décisions en santé publique et, d'autre part, de mieux cerner les déterminants
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de la perception du risque et de dégager des stratégies de prévention plus pertinentes,
efficaces et efficientes et qui tiennent compte de l'individu dans sa globalité.

Il est difficile d’éviter les redondances quant on veut aborder le DT2. Cependant on se
propose d’argumenter cette redondance de combinaison de facteurs en cours d’identification.
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Matériel et Méthodes

1. Population et zone d’étude

L’¢étude a été réalisée sur un échantillon de deux groupes (des diabétiques de type 2 et
des témoins sains).

Le premier groupe comporte 1907 patients diabétiques de type 2, dont 22,46% ont
une cardiopathie associée. Alors que le deuxieéme groupe est constitué de 1581 témoins sains.

Les sujets des deux groupes sont originaires de la Wilaya de Tlemcen.
Geéographiquement la wilaya de Tlemcen est située dans le nord ouest Algérien. Elle est
limitée par la mer méditerranée au nord, a 1’ouest par le royaume du Maroc, a ’est par la
plaine de la M’lata (Wilaya de Ain Temouchent) et les Monts de Daya (Wilaya de Sidi
Belabbes) et enfin au sud par les hautes plaines de la wilaya de Naama. Quatre grands
ensembles naturels bien distincts peuvent étre identifiés dans la wilaya de Tlemcen: un
ensemble littoral, la plaine sublittorale, des ensembles montagneux et un ensemble des hautes
plaines steppiques (Figure 1).

CARTE DE DECOUPAGE EN ZONE
DE LA WILAYA DE TLEMCEN

T e AA CHIOUKH

SN\ g o s

"“""”"";,\I?“\ : i’ Soty “\ceﬁ

Kilometres

Figure 1: Situation géographique des zones d'études (Dali-Sahi and Benmansour, 2014).

Nos enquétes ont été menées sur les populations de cing villes de la wilaya de
Tlemcen réparties selon les ensembles naturels qui présentent des caractéres spécifiques
concernant le climat, le réseau hydrique et 1’occupation du sol:

La ville de Ghazaouet (zone littorale).

La ville de Maghnia (plaine sublittorale).

La ville de Tlemcen (Monts de Tlemcen).

Les deux communes de Sid el Djilali et de Sebdou (hautes plaines steppiques).
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2. Recrutement des sujets

Il s’agit d’une étude analytique, rétrospective effectuée dans les différents centres
hospitaliers des régions ainsi considérés sous forme d’entretien dans une salle réservée a cet
effet. L’enquéte entiere a duré d’Avril 2015 a Juillet 2019. Les patients inclus dans 1’é¢tude
le sont de facon consécutive, aprés obtention de leur consentement éclairé, au sein des
services de santé.

2.1. Les sources de données

Trois procédés de collecte des données ont été utiles pour constituer notre population
d’étude.

2.1.1. Le registre du diabete

Un registre du diabéte est ouvert, y sont inscrit tous les diabétiques dés leur premiére
visite. Les renseignements optimums y figurent.

Nom et Prénom.

date de naissance.

le poids et la taille.

Meédecin traitant et référence du dossier médical.

2.1.2. Le dossier médical

Le dossier médical a servi de support a toutes les informations concernant I’histoire de
la maladie. Les circonstances de diagnostic, 1’état biologique et clinique. Ainsi que les
parametres anthropométriques, d’autres renseignements sur les antécédents personnels et
familiaux. Les liens de parenté des parents, et la notion d’hérédité familiale.

2.1.3. Le questionnaire

Les renseignements sont présentés de telle maniére a rendre leur utilisation possible
par D’outil informatique. Les caractéristiques essentielles de la population diabétique seront
présentées.

Le souci de standardisation des questions et réponses a été pris de maniére a pouvoir
rendre les données comparables dans les différentes populations étudiées.

La recherche expérimentale ainsi que le suivi des diabétiques se sont déroulés a la
clinique de Sidi Chaker de Tlemcen, a I’hdpital universitaire de Tlemcen, a 1’hopital de
Maghnia, de Ghazaouet, de Sebdou et au centre de soin de Sid El Djilali.

2.2. Critéres d’évaluation des malades

Pour les diabétiques se présentant spontanément a la consultation, ce sont en général
des diabétiques connus des services. lls consultent pour des malaises fréquents, controle et
approvisionnement en médicament en carnet de surveillance ou pour des lettres d’orientations
vers les autres spécialités (cardiologie, ophtalmologie, néphrologie et neurologie).
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2.2.1. Critéres d’inclusion

Les criteres de 1’American Diabetes Association (ADA) (ADA, 1997) et la
classification de I’American Heart Association (Austen et al., 1975). Recommandations en
matiere de diagnostic, dépistage et classification du diabéte, approuvées par 1’institut national
de la santé (NIH) et par I'OMS ont été retenus, a savoir:

e Une glycémie supérieure ou égale a 1,26 g/L.
e Un Age de 40 ans ou plus.
e Une cardiopathie associée probablement.

2.2.2. Criteres d’exclusion

e Incapacité de donner un consentement éclaire.
o Etre atteinte d’une autre forme du diabete.

2.3. Critéres d’évaluation des témoins

Individus se présentant spontanément a la consultation pour divers motifs: malaises,
ou suspicions d’une maladie infectieuse ou virale. Les plus de 40 ans consultent aussi dans le
cadre d’un bilan systématique avec facteurs de risque, tabagisme chez les hommes et prise de
contraceptifs chez les femmes.

2.3.1. Criteres d’exclusion

e Incapacité de donner un consentement éclairé.
e Avoir une maladie métabolique provoquant une hyperglycémie et ou étre sous
corticoides.

3. Prélévements et parametres étudiés

Nous avons collecté I’essentiel des données anthropométriques, cliniques et sociaux
démographiques (age, sexe, poids, taille, tour de taille et des hanches, date de diagnostic,
antécédents familiaux liés au diabéte et ou aux MCV, la pression artérielle systolique (PAS) et
diastolique (PAD), traitement en cours, tabagisme, statut matrimonial, niveau d’études,
profession, type d’habitat).

Le sang veineux a été prélevé le matin apres 12 heures de jeune. Nous avons recueilli
15 mL de sang sur des tubes EDTA (Ethylene Diamine Tétra-Acétique), et d’héparine pour
I’exploration de la formule sanguine, la caractérisation génétique, le dosage de I’insuline, le
dosage du peptide C, I’exploration biochimique et le dosage du Trp et de la Kyn.

Les trois composantes sanguines: les globules rouges (hématies), les globules blancs
(leucocytes) et les plaquettes ont été mesurées par 1’auto analyseur Yumizen H500, HORIBA
Medical brings, ces mésures représentent la formule de numération sanguine (FNS) ou
I’hémogramme.

La numération globulaire consiste a compter le nombre de globules de chaque lignée
cellulaire, et la formule leucocytaire a répartir les globules blancs en différentes classes en
fonction de leurs caractéristiques.
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Les parametres biochimiques ont été dosés en utilisant les procédures enzymatiques
standards (recommandations de la société Francaise de biologie clinique (SFBC) ou de la
fédération internationale de chimie clinique (IFCC)) sur l'automate Beckman CX7®
(Beckman-Coulter®, NY, Etats-Unis). Le non HDL-C est calculé & partir de la formule
suivante: Non HDL-C=cholestérol total (dosé)-HDL-C (dose€).

Le dosage de I’insuline et peptide C se fait par électrochimiluminescence ECLIA
Roche sur Modular E170.

3.1. Détermination des concentrations plasmatiques de Trp et de Kyn

Les concentrations plasmatiques du Trp et de la Kyn ont été mesurées par
chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS) selon une méthode déja décrite (Schefold et al., 2009; Yamada et al., 2008). 50 uL
de plasma sont mélangés et centrifugés (11800 tr/min, a + 4°C, pendant 8 min) apres addition
de 50 pL d'acétonitrile, pour la précipitation des protéines, contenant du Trp D5 a 50 uM
(isotopes CDN, Pointe-Claire, Canada), comme étalon interne. 50 pL de surnageant sont
repris et ajoutés en vial a de I'eau désionisée (600 pL). 10 pL de ce mélange sont enfin
injectés dans un systeme UPLC®-MS/MS (Acquity TQ-XS Detector, Waters, Milford, Etats-
Unis) équipé d'une colonne CSH Phenyl-Hexy 12,1x100 mm-1,7 um (Waters, Milford, Etats-
Unis). Les modes positives electrosprayionization (ESI+) et Multiple Reaction Monitoring
(MRM) sont utilisés respectivement pour 1’ionisation et la détection de chaque transition des
molécules & quantifier. Le logiciel MassLinks (Waters) est utilise pour l'acquisition et le
traitement des données.

3.2. Extraction de ’ADN par la technique NaCl (Salting out)

La technique d’extraction d’acide désoxyribonucléique (ADN) par le chlorure de
sodium (NaCl) (Miller et al., 1988) a été choisie en raison de sa rapidité, sa facilité ainsi que
I’absence du risque de toxicité par des produits dangereux tels que le phénol. Cette technique
comporte les étapes suivantes.

3.2.1. Lyse des globules rouges

Aprés décongélation au bain marie a 37° C, la lyse des globules rouges est réalisée en
complétant le volume de sang avec une solution hypotonique qui est le tris-EDTA (T) 10/10
(Tris/acide chlorhyddrique (HCI) 10 mM et EDTA 10 mM ; pH = 8,0). Apres lavage, les
tubes sont mis dans la glace pendant 30 minutes (I’action conjuguée du Tris et du froid
provoque un choc hypotonique conduisant a 1’éclatement des globules rouges ayant une
membrane fragile) puis centrifugés a 2500 tours/min pendant 15min. La centrifugation quant
a elle permet de séparer le surnageant qui contient les débris de globules rouges des globules
blancs qui sont précipités au fond du tube formant un culot.

Cette opération de lavage est répétée plusieurs fois jusqu’a I’obtention d’un culot
blanchatre qui correspond aux globules blancs.

3.2.2. Lyse des globules blancs

Le culot de leucocytes est traité par 5 mL de solution de lyse des globules blancs
(Tris/HCI 10 mM ; EDTA 0,1 M et le sodium dodécyl sulfate (SDS) 0,5% ; pH = 8,0). 100 ul
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de protéinase K a 20 mg/mL sont additionnés pour digérer les protéines associ¢es a I’ADN
nucléaire. Apres homogénéisation, le mélange est incubé au bain marie a 37°C pendant une
nuit. L’EDTA est un chélateur d’ions bivalents inhibant I’activité des DNases et le SDS est un
puissant détergent lysant les membranes cellulaires et dissociant les complexes d’acides
nucléiques.

3.2.3. Précipitation de ’ADN

Deux millilitres de NaCl 5 M sont ajoutés dans chaque tube. Aprés une centrifugation
de 10 min a 4000 tours/min, le surnageant contenant I’ADN est transféré dans un autre tube et
est précipité avec deux volumes d’éthanol absolu froid. L’ADN est visible a I’oeil sous forme
de filaments formant une méduse. Cette derniere est récupérée et ensuite lavée avec une
solution d’éthanol a 70% pour se débarrasser des traces éventuelles de sels, puis séchée et
dissoute dans des tubes eppendorfs en présence de 100 a 600 pl de TE10/1 (Tris/HCI 10 mM
et EDTA 1 mM ; pH = 8,0) selon la taille de la méduse. L’ ADN est dissout totalement dans ce
tampon sous agitation douce a +4°C pendant plusieurs jours.

3.2.4. Controle de qualité de ’ADN

Le controle de qualit¢é de I’ADN extrait se fait sur deux étapes limitantes pour la
réussite des futures réactions d’amplification.

La premiere étape consiste a déterminer la qualit¢é de ’ADN par dépot sur gel
d’agarose 1% et migration électrophorétique. Un ADN de bonne qualité se présentera sous
forme d'une seule bande, alors qu'un ADN dégradé donnera une image en trainée, la
visualisation se fait sur I’automate Gel Doc Bio-Rad XR* dont le principe est I’exposition du
gel aux rayons ulraviolets (UV) aprés coloration au RedSafe, molécule fluorescente
remplagant le bromure d'éthidium car ce dernier présente un risque cancérigene.

La deuxiéme étape a pour but d’estimer de la quantit¢ de I’ADN aprés chaque
extraction. En effet, il est nécessaire de connaitre la concentration de I’ADN extrait afin de
pouvoir connaitre la quantité de I’ADN nécessaire pour une amplification par PCR et de
réaliser les dilutions nécessaires aux prochaines réactions. Ce contrdle s’effectue par le
nanodrop ND-1000 specrophotometer. A une longueur d’onde de 260 nm, une unité de
densité optique (DO) correspond a 50 ug d’ADN double brin par mL.

La pureté de I’ADN est permise par le calcul du rapport suivant:

A260/A280: une valeur infériecure a 1,8 témoigne d’une contamination par des
protéines, un deuxiéme traitement par la protéinase K est recommandé. Alors qu’une valeur
supérieure a 2 montre une contamination par I’ARN, un traitement par des RNases est
nécessaire.

3.3. Etude du polymorphisme rs35099072 du gene de I’lDO1 par PCR-RFLP

Le génotypage du SNP rs35099072 a été réalisé par la technique de biologie
moléculaire d’amplification par réaction de polymérisation en chaine suivie par une digestion
enzymatique (PCR-RFLP) (Botstein et al., 1980).

La PCR est une méthode d’amplification génique spécifique in vitro, Elle utilise de
facon répétitive I’activité d’une ADN polymérase thermorésistante (la Taq polymérase) pour
synthétiser in vitro la séquence d’ADN a amplifier selon un procédé d’extension d’amorces
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(oligonucléotides monocaténaires complémentaires aux extrémités de I’ADN). L’ADN est
d’abord dénaturé c'est-a-dire séparation des deux brins par chauffage (95° C pendant 30
secondes a 1 minute). Ensuite, I’hybridation des amorces, c’est I’étape déterminante pour
I’efficacité et la spécificité de la PCR. Elle s’effectue généralement a une température autour
de 55° C. Cette temperature dépend de la température de fusion des amorces (Tm) qui
dépend-elle méme de la composition en bases de I’amorce. Puis, la synthése des deux brins a
partir des amorces hybridée dans le sens 5°--- 3° par I’enzyme taq polymérase qui incorporant
les quatre désoxyribonucléotides triphosphaates (ANTP) en présence d’un tampon adéquat,
c’est I’¢longation. Cette étape se fait a 72° C et dure 30 secondes a une minute.

Ces trois étapes (dénaturation, hybridation et élongation) sont répétées plusieurs fois.
Aprés n cycle, le nombre théorique de copies d’ADN obtenues est de 2" (n: nombre de cycle).
Mais en pratique le nombre de brins est limité a cause de la baisse de certains réactifs,
l'augmentation de la viscosité du milieu et la baisse de l'activité de I'ADN polymérase
thermostable.

A Tlissue de la PCR, on obtient des fragments de méme taille correspondant a la
distance en base qui sépare les amorces.

La RFLP (polymorphisme de longueur de fragments de restriction) est une technique
basée sur la détection des variations de la longueur des fragments de restriction produits
lorsque I’ADN est traité par des endonucléases de restriction. Les différences des longueurs
des fragments résultent de la variation génétique due a la présence ou 1’absence de site (S) de
restriction.

L’électrophorése sur gel d’agarose permet de séparer et d’identifier des fragments
d'’ADN, pour déterminer leur taille, pour en estimer la quantite.

Les facteurs les plus importants sont la taille de I’ADN (c'est-a-dire la masse
moléculaire), les molécules de petites tailles se déplacent plus rapidement et migreront plus
loin que les molécules de grande taille et la charge négative de I’ADN.

La vitesse de migration d'une molécule d'/ADN est en fonction de deux paramétres: sa
taille et la concentration en agarose du gel (I'augmentation de la concentration d'agarose dans
un gel réduit la vitesse de migration), mais le voltage et la force ionique du tampon
interviennent également.

Le choix de la concentration du gel d’agarose est en fonction de la taille des fragments
d’ADN a séparer. Pour bien évaluer la taille exacte des fragments digérés obtenus, nous avons
utilise un marqueur de taille de 1 Kb (GeneRuler 1 kb DNA ladder by Thermo Fisher
Scientic). La migration se fait pendant 1 heure a 100 volts dans un tampon de migration TBE
(1X, pH=8,4).

La révélation se fait par exposition du gel aux rayons UV (Gel Doc Bio-Rad xR")
aprés coloration au RedSafe qui s’intercale entre les bases d’ADN, devient fluorescent et
permet de visualiser directement les fragments de restriction.

3.3.1. Amplification
3.3.1.1. Réactifs

L’ADN matrice: c’est le fragment d’ADN cible, En théorie une copie d’ADN de la
séquence recherchée est suffisante pour avoir une amplification, il faut cependant tenir
compte de la probabilité de « rencontre » des molécules d’ADN matrice avec les amorces.
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Dans la pratique plusieurs copies sont nécessaires pour avoir un résultat correct. Mais la
mauvaise qualité et/ou une quantité trop importante d’ADN matrice peut conduire a une
amplification non spécifique, voire a une inhibition enzymatique.

Les amorces: le choix des amorces est crucial. Elles vont avoir un double role: en
s'hybridant a I'ADN matrice, elles délimitent le fragment d’ADN a amplifier et avec leur
extrémité 3'OH libre servent d’amorce pour la taq polymérase.

Les deux amorces utilisées sont:

L’amorce sens: 5’AGAGTAGTCAGGAGGATT 3’
L’amorce anti-sens: 5° TGCATGATGCAGTTATAATGC 3’

Ces amorces ont une température d’hybridation inferieure a la température
d’hybridation (Tm) de 4° C.

Tm=2 (A+T) + 4 (C+G)

L’ADN polymérase: Elle assure la synthése de I’ADN, les premieres ADN
polymerases utilisées provenaient d'une bactérie thermophile comme par exemple Thermus-
aquaticus (Tag polymérase).

De nos jours, les enzymes utilisées sont dites recombinantes, ce qui simplifie
considérablement leur obtention, et leurs propriétés ont été largement modifiées pour les
rendre plus efficaces et plus fidéles.

Les dNTPs: Les dNTPs (dATP, dGTP, dCTP et dTTP) constituent le substrat de la
réaction de polymérisation. Ils seront utilisés par la Taq polymérase pour la synthése des
nouveaux brins d’ADN complémentaires.

Le chlorure de Magnésium (MgCI2): c’est un cofacteur essentiel du taq polymérase.
La concentration en MgCI2 est un facteur critique de I’amplification, une diminution de
MgCl, diminue I’activité de I’enzyme et une augmentation induirait des amplifications non
spécifiques avec des erreurs de lecture.

Le tampon: Le tampon utilisé pour la réaction PCR sert & maintenir stable le pH du
milieu réactionnel au niveau optimal pour la Taq polymérase et a favoriser I’hybridation des
amorces. C’est le Tampon Tris HCI avec du chlorure de potassium (KCl) (a pH basique 8,5 a
9) qui est généralement utiliseé.

3.3.1.2. Optimisation de la PCR

Pour optimiser les conditions de la réaction PCR nous avons préparé des milieux
réactionnels avec une gamme de concentration de MgCI2 : 1 mM, 1,5 mM et 2 mM afin de
déterminer la concentration optimale en MgCI2 nécessaire pour cette amplification.

3.3.1.3. Réaction PCR

Les amplifications ont éte réalisées sur un thermocycleur automatique (Applied
Biosystems 2720 Thermal Cycler) dans lequel sont placés les microtubes contenants un
volume final de 50 pL de mélange réactionnel.

Pour chague réaction PCR un contrdle négatif (sans ADN) est toujours réalisé pour
s’assurer de I’absence de réaction non spécifique.

Pour préparer un mix réactionnel (Tableau 1), nous avons multiplié la quantité de
chaque réactif par le nombre d’échantillons a amplifier plus le contréle négatif, nous avons
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dispatché ce milieu réactionnel sur des microtubes dans lesquels I’ADN génomique a été
additionné.

Tableau 1: Conditions optimales choisie pour la PCR.

Réactifs Volume (ul)
Tampon (5X) 10
MgCI2 (25 mM) 4
dNTPs (2 mM) 5
Amorce sens (16 pmole/pL) 1
Amorce anti-sens (16 pmole/pL) 1
Taq polymérase (5 U/uL) 0,3
ADN (150 ng/uL) 15
H20 qgsp 50 uL 27,2

pL: microlitre, mM: milliomolaire, pmole/pL: picomole/microlitre, U/pL: unité/microlitre,
ng/uL: nanogrmme/microlitre.

Le programme d’amplification comporte 30 cycles des trois étapes essentielles de la
PCR:

Dénaturation: 30 sec a 95° C
Hybridation: 30 sec a 51° C
Elongation: 30 seca 72° C

Les 30 cycles de la PCR sont précédés par une dénaturation initiale pendant 3 min a
95° C et une élongation finale de 5 min a 72° C finalise I’amplification.

3.3.1.4. Vérification des produits de PCR

Le but de cette étape est de s’assurer du bon déroulement de 1’amplification de I’ADN
avant de passé a la digestion enzymatique. La présence de notre produit PCR a été vérifié par
une eléctrophorése sur gel d’agarose 2% (un champ éléctrique fait maigrir les acides
nucléiques chargés négativement du cathode (-) vers I’anode (+)) et en présence d’un
marqueur de taille (GeneRuler 1Kb DNA ladder by Thermo Fisher Scientic).

La révélation se fait toujours dans le Gel Doc Bio-Rad xR par exposition du gel aux
rayons UV apres coloration au RedSafe. Enfin, il faut vérifier I’obtention d’une bande unique
correspondant a la taille de I’amplicon qui est égale a 712 pb (paire de bases).

3.3.1.5. Préparation du gel

Pour préparer 150 mL de gel d’agarose a 2% on fait dissoudre trois gramme
d’agarose dans 150 mL de tampon Tris-Borate-EDTA 1X (TBE) dans un erlenmeyer, le
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mélange est porté a ébullition jusqu’a la dissolution totale de 1’agarose et obtention d’une
solution liquide transparente, puis on ajoute 2 uL. de Redsafe apres refroidissement, agent
fluorescent qui s’intercale entre les bases de I’ADN. Aprés homogénéisation, le gel est coulé
sur cuve horizontale munie d’un peigne pour former les puits au sein du gel. Aprés
polymeérisation, on immerge le gel dans la cuve contenant du tampon TBE 1X.

3.3.1.6. Larévélation

Pour chaque échantillon, 8 puL de produit de PCR sont mélangés a 2 uL de marqueur
de charge (5X) qui est compose de bleu de bromophénol et de xlyléne cyanol puis déposés
dans le puit du gel.

Les deux marqueurs migrent a des vitesses difféerentes: le bleu de bromophénol migre
avec les petits fragments d’ADN, le xyléne cyanol migre avec les fragments de grande taille.
On peut donc suivre indirectement la migration de I’ADN.

La migration éléctrophorétique est conduite a 100 volts pendant une heure en
présence d’un marqueur de taille. La lecture est faite sur Gel Doc Bio-Rad xR, ’ADN est
visualisé sous forme de bandes fluorescente grace au Redsafe.

3.3.2. Digestion enzymatique

Parmi les utilités de la digestion enzymatique est la détermination des SNPs modifiant
un site de restriction, en I’abolissant ou a I’inverse en le créant.

Les produits du PCR sont soumis a une digestion enzymatique par une enzyme de
restriction. Dans note étude nous avons utilisé I’enzyme Hae 1l (Takara Bio Europe S.A.S.
SD2869) (Tableau 2).

Tableau 2: Site de restriction de I'enzyme Hae II.

Enzyme Source Séquence reconnue Coupure Extrémités Température

Haemophilus 5 GCGC ¥ 5 GCGO3”

i Cohésives 37°C
aegypticus 3’ CGCG 5’ 3’TCGCG 5’

Hae Il

La digestion enzymatique des produits de la PCR par I’enzyme Hae Il est réalisée
selon les conditions indiquées dans le Tableau 3.
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Tableau 3: Mix de la digestion enzymatique par Hae II.

Réactifs Volume (ul)
Tampon (10X) 2
Enzyme Hae 11 (10 U/uL) 1
Produit de la PCR 15
Eau ultra pure gsp 20 pL 2

pL: microlitre, U/uL: unité/microlitre.
Ce milieu de digestion est incubé a 37° C pendant une heure dans un incubateur (Dry
Bath Incubator) sans agitation.

La présence de polymorphisme rs35099072 de 1’exon 3 du gene IDOI fait disparaitre
le site de restriction de I’enzyme Hae II.

Donc trois profils de migration éléctrophorétique peuvent étre observés apres la
digestion enzymatique:

CC: la forme homozygote sauvage (176 et 536 pb)
CT: la forme hétérozygote (176, 536 et 712 pb)
TT: la forme homozygote mutée (712 pb)

On peut donc selon le profil migratoire déterminer les génotypes des patients et ceux
des témoins en se basant sur la taille des fragments séparés par électrophorése sur gel
d’agarose en présence d’un marqueur de taille (GeneRuler 1Kb DNA ladder by Thermo
Fisher Scientic).

3.3.3. Electrophorese sur gel d’agarose

Comme le contrdle qualitatif de I’ADN et des produits de la PCR, le controle de la
digestion enzymatique se fait par électrophorese sur gel d’agarose.

Pour déterminer la taille des produits de digestion enzymatique nous avons réalisé une
migration électrophorétique sur un gel d’agarose de 2% pendant 1 heure a 100 volts dans le
tampon TBE (1X, pH=8,4) et en présence d’un marqueur de taille 1Kb (Gene Ruler 1Kb
DNA ladder).

3.3.4. Révélation au Redsafe

La révélation se fait sur I’automate Gel Doc Bio-Rad xR dont les bandes de
fluorescence sous rayons UV permettent d’identifier les fragments.

4. Données d’association du DT2 et pathologies

Du fait de la transition épidémiologique, la prévalence du diabéte est en pleine
augmentation dans nos populations de DI’extréme Ouest Algérien. En dehors de ces
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particularités épidémiologiques, il existe des spécificités cliniques, hématologiques,
génetiques et biologiques et ainsi que I’association de complications aigués et chroniques. Qui
peuvent étre liées a la précarité socio-économique; d’autres comme la prévalence élevée de
I”’hypertension artérielle (HTA) sont imputables a la prévalence déja élevée de I’hypertension
dans la population générale, les probléemes cardiovasculaires le syndrome métabolique,
certains types de cancer et les risques liées a I’apport alimentaire.

Nous nous sommes particulierement intéressés au profil du Trp et une partie
importante de ce travail a pour but d’évaluer l'association du Trp avec le développement du
DT2 et a tester le role pathogéne de I’activité de I’enzyme IDO1 dans la survenue de I’IDM
chez les sujets diabétiques de type 2.

Toutes ces particularités doivent étre prises en compte pour une bonne description du
DT2 chez des patients originaires de I’extréme ouest Algérien.

5. Justification de I’étude

Ce travail de thése vise & mieux comprendre les associations entre le mauvais controle
glycémique et les facteurs de risque potentiels chez les diabétiques de type 2 en utilisant des
modéles de régression logistique binaire.

Nos travaux ont permis de:

e De décrire les caractéristiques anthropométriques, sociaux économiques et biologique des
diabétiques de type 2 avec ou sans complications ainsi que celle de la population témoin
qui nous a servit a réaliser des études cas témoins.

o De vérifier I’association du profil hématologique au DT2.

e De vérifier la contribution du non HDL-C au développement du DT2 dans la population de
la ville de Tlemcen et ces régions.

e D’estimer la part du non HDL-C dans la survenue des pathologies cardiovasculaires chez
des diabétiques de type 2 originaires de I’extréme ouest Algérien.

e d’évaluer I’intérét du dosage de I’insuline et des fractions lipidiques dans la pratique
actuelle de risque d’HTA chez les patients diabétiques de type 2 de I’ouest Algérien.

e D’évaluer I’impact de I’utilisation des antidiabétiques oraux (metformine) et de I’insuline
sur le risque de survenue du cancer dans la population diabétique de type 2.

e De \Vérifier le statut du Trp et de la Kyn chez des patients diabétiques de type 2 avec
antécédents d’évenements cardiovasculaires de I’ouest Algérien.

e De tester le role pathogene de I’activité de I’enzyme IDO1 exprimée par le ratio K/T dans
la survenue de I’IDM chez les sujets diabétiques de type 2.

e Dr’analyser de polymorphisme rs35099072 du géne IDO1 chez des patients diabétiques de
type 2 associant une cardiopathie.

e D’étudier I’association de polymorphisme rs35099072 du géne IDO1 et le DT2 ainsi que
les pathologies cardiovasculaires dans la population de I’extréme ouest Algérien.

6. Analyses statistiques

Les variables qualitatives sont présentées en valeurs absolues et/ou pourcentages (%)
leurs comparaisons a été faite le test Khi-deux, alors que les variables quantitatives sont
présentées en moyennezécart type et comparées par le test t de student, une analyse a un
facteur (ANOVA) a été utilisée pour la comparaison entre plus de deux moyennes.
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Pour déterminer la part des variables mesurées dans la survenue du DT2 et afin de
tester ’association entre ces variables et la pathologie nous avons effectué des tests de
corrélations de Pearson, des régressions linaires simples et multiples (Saporta, 2006).

Les régressions logistiques binaires ont été utilisées afin d’établir des modéles
prédictifs du DT2 et/ou les pathologies associées a I’aide des facteurs mesurés (la variable de
réponse est ici notée Y, qui dénombre les sujets diabétiques de type 2 (D) et les témoins (T),
(D) étant la valeur de reférence) (Nakache and Confais, 2003).

Une p-value inferieure & 0,05 a été considéré comme significative.

L’équation prédictive de la survenue du DT2 et/ou les pathologies associées est:
C(X)=Po+p1X1+[2Xo+...+pXp

Ou les Xi indiguent les prédicteurs effectivement retenus dans le modele logistique
(seuil de signification p<0,05), avec les coefficients gi qui leur sont affectés. Notons que si
pour certaines valeurs de Xi, C(X)>0, alors P(Y=1 /X)>0,5 et donc I’individu est exposé au
DT2 et/ou pathologies associées.

Les courbes receiver operating characteristic (ROC) et les area under curve (AUC)
ont permis d’évaluer les capacités prévisionnelles des mode¢les choisis.

Soit la matrice de confusion (Tableau 4):

Tableau 4: Matrice de confusion.

Positif Négatif

Positif Vrai positif ~ Faux négatif

Négatif ~ Faux positif ~ Vrai négatif

La courbe ROC met en relation le taux de vrai positifs (TVP = la sensibilité = le rappel
= VP/positifs) et le taux de faux positifs (TFP = 1-spécificité = FP/négatifs) dans un
graphique. Habituellement, nous comparons p(w) a un seuil S=0,5 pour effectuer une
prédiction y(w). Nous pouvons ainsi construire la matrice de confusion et en extraire les deux
indicateurs précités. La courbe ROC généralise cette idée en faisant varier sur tout le
continuum des valeurs possible du seuil S entre 0 et 1. Pour chaque configuration nous
construisons la matrice de confusion et nous calculons TVP et TFP.

Le tableau 5 rapporte les classes discrimination d’un modele prédictif. Une valeur de
I’AUC élevée signifie que le modeéle sépare bien les malades du non malades.
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Tableau 5: Classe de discrimination en fonction des valeurs de I'AUC.

Valeur de L'AUC Commentaire
AUC =0,5 Pas de discrimination
0,7< AUC<0,8 Discrimination acceptable
0,8<AUC<0,9 Discrimination excellente
AUC>0,9 Discrimination exceptionnelle

L’Excel 2007, le Minitab de la 16 eme version et celui de la 18 eme version ainsi que
le SPSS 23 sont les principaux logiciels utilisés.
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Chapitre 1: Description de la population

1. Introduction

Le diabete une affection métabolique qui résulte une hyperglycémie chronique (ADA,
2011), cette derniére se manifeste dans le cas d’une production insuffisante de I’insuline par le
pancréas ou I’organisme n’utilise pas efficacement 1’insuline qu’il produit (WHO, 2016).

Le diabete de type 1 (diabete insulinodépendant) et le DT2 (diabete non
insulinodépendant) sont les deux principales formes du diabete.

La premiere forme c’est une affection auto-immune, apparait a un jeune age et
représente environ 10% de la population diabétique.

Deux anomalies peuvent étre responsables de I'hyperglycémie dans la deuxieme forme
du diabéte, I'insulinopénie et I'insulinorésistance. Il s'agit d'une maladie évolutive qui apparait
généralement apres 1’4ge de 40 ans et représente environ 85% des diabétiques (WHO, 2016).

A I’échelle mondiale la prévalence du diabéte ne cesse d’augmenter, les estimations de
la fédération internationale du diabete, 450 millions de personnes &gées de 20 a 79 ans atteints
de diabete, et ce nombre atteindra les 629 millions en 2045 (IDF, 2017).

En Algérie, environ 1,8 millions de cas de diabéte en Algérie avec une prévalence
nationale de 6,9% dans I’année 2017 (IDF, 2017). Dans la régions de Tlemcen la prévalence
globale du diabéte est de 14,2% en 2007 (Zaoui et al., 2007), cependant la prévalence du DT2
en 2013 était de 5,09% en 2013 a Tlemcen et ces régions (Dali-Sahi, 2012).

Deux types d’altérations vasculaires résultent du diabéte, d’abord les complications
macroangiopathies touchent les grosses artéres et causant I’IDM et I’hypertension, ensuite
dans les complications microangiopathies, les petits vaisseaux sont touché et peuvent étre la
cause des néphropathies, rétinopathies et neuropathies (Caballero et al., 1999; Hansson, 2005)
Il est clair aussi que le DT2 est en cause de nombreuses cancers (Gallagher and LeRoith,
2015).

Dans la présente étude nous avons étudié les caractéristiques anthropométriques,
sociaux économiques et biologiques de la population diabétique de type 2 échantillonnée.

2. Matériel et Méthodes

Il s’agit d’une étude analytique, réalisée sur une population de 1907 sujets diabétiques
de type 2 et 1581 témoins originaires de la ville de Tlemcen et de quatre de ces région afin
d’étudier les caractéristiques anthropométriques, sociaux économiques, cliniques et
biologiques de cette population. Les enquétes ont été menées entre 2015 et 2019 au niveau
des villes de Ghazaouet, Maghnia, Tlemcen, Sebdou et sidi Djilali.

Nous avons inclus dans notre étude tout patient répondant aux recommandations
approuvees par le NIH et par I'OMS a savoir une glycemie supérieure ou égale a 1,26 g/L, un
age de 40 ans ou plus et une cardiopathie associée probablement.

Pour les témoins, les individus agés de 40 ans et plus qui se présentent a la
consultation pour divers motifs: malaises, ou suspicions d’une maladie infectieuse ou virale
ont été sélectionnes.

La collection des informations relatives aux données anthropométriques, cliniques et
sociodemographiques ainsi que les prelevements sanguins employés dans les mesures
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biologiques a été faite au niveau des structures de santé des régions concernées aprés un
travail de sensibilisation et d’information sur le diabéte.

Le registre du diabéte, le dossier medical et le questionnaire ont été les trois procédés
utiles pour la collecte des données.

2.1. Analyses statistiques

Les variables quantitatives sont exprimées en moyennetécart type, et les variables
qualitatives sont exprimeées en pourcentage (%), une régression logistique a été appliquée pour
déterminer 1’association des facteurs étudi¢es au DT2.

Le traitement statistique des données a été effectuée sur les logiciel SPSS 23 et Excel
2007 pour Windows. Une p-value inferieur a 0,05 a été considérée significative.

3. Résultats
3.1. Description de la population

Dans notre travail de these nous avons testé nos hypotheses sur plusieurs sous groupes
de la population échantillonnée a cause du manque de quelques variables dans la population
totale, pour cela nous avons décrit notre population sur deux classes, la premiere représente la
population totale, alors que la deuxiéme c’est une description partielle en fonction des
variables étudiées chez les sous groupes sélectionnés.

3.1.1. Description totale

Dans cette premiere partie de la description de la population, nous décrivons
I’ensemble de la population échantillonnée dont les patients et les témoins partagent toutes les
données des mémes variables.

La population étudiée présente une variabilité régionale entre diabétiques de type 2 et
les témoins, la figure 2 résume les pourcentages de chaque groupe par rapport aux zones
d’étude.
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m Témoins ™ Patients

8,54%

Sidi Djilali 11.45%
0,
Sebdou 7,59%
53%
Tlemcen 32.63%
. 14,17%
Maghnia 39.13%
0,

Ghazaouet 16,70%

11,91%

Figure 2: Répartition de la population selon les zones d'études.

Les caractéristiques anthropométriques, cliniques et les antécédents familiaux (diabete,
MCV, HTA) de la population échantillonnée (patients et témoins) sont rapportées dans le

tableau 4.
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Tableau 6: Données descriptives de la population échantillonnée.

Parameétres Patients (n=1907) Témoins (n=1581)
Age (ans) 60,59+12,47 50,6+14,17
Sexe (%)
Hommes 34,50 38,77
Femmes 65,50 61,23
IMC 27,7+5,16 25,12+5,34
Consanguinité (%) 43 39,85
PAS (mmHg) 12,82+1,92 11,85+1,48
PAD (mmHg) 7,32+1,21 7,35%1,15
Antécédents familiaux du
diabéte (%) 43,18 8,92
Antécédents familiaux des
MCV/(%6) 24,95 1,90
Antécédents familiaux
d’HTA (%) 19,32 5,75
Tabagisme (%) 21,91 7,97

mmHg: millimétre de mercure.

Trois pathologies (maladies cardiovasculaires, HTA et cancers) ont été retrouvées

chez la population diabétique de type 2 étudiée. La figure 3 résume les fréquences des
maladies associées au DT2.

|

Cancers 13,42%

Maladies cardiovasculaires _ 19,45%

HTA 15,52%

|

Figure 3: Les pathologies associées au DT2.

32



Reésultats et Discussion Chapitre 1

L’IDM, les embolies pulmonaires et les accédents vasculaires cérébraux (AVC) sont
les principales MCV associées au DT2 dans cette population (Figure 4).

AVC h 12,70%

17,99%

Embolies pulmonaire

Figure 4: Les trois types des MCV associées au DT2.

Les niveaux sociaux économiques et culturels de la population sont montrés dans le
tableau suivant (Tableau 7).

Tableau 7: Données sociaux économiques et culturelles de la population d'étude.

Parametres Patients (n=1907) Témoins (n=1581)
Analphabéte: 52,63 Analphabéte: 26,57
Primaire: 20,23 Primaire: 20,62
Niveau d’instruction (%) . .
Secondaire: 21,62 Secondaire: 47,75
Universitaire: 5,5 Universitaire: 5,06
Célibataire: 3,45 Célibataire: 25,43
Statut Marital (%) Veuf: 2,92 Veuf: 0,89
Marié: 93,61 Marié: 73,68
Maison Individuelle: Maison Individuelle:
50,42 20,37
Type d’habitat (%) ) . . .
Maison Collective: Maison Collective:
49,57 79,63

Le tableau ci-dessous (Tableau 8) reésume I’essenticl des données glucidiques
(glycemie), lipidiques (cholestérol totale et triglycérides) ainsi que le bilan rénal (urée et
créatinine) chez I’ensemble de la population étudiée.
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Tableau 8: Caractéristiques glucidiques, lipidiques et rénales de la population étudiée.

Parameétres Patients (n=1907) Témoins (n=1581)
Glycémie (g/L) 2,14+0,84 1,04+0,38
Cholestérol total (g/L) 1,74+0,43 1,72+0,95
Triglycérides (g/L) 1,90£1,24 1,21+0,51
Urée (g/L) 0,42+0,39 0,33+0,24
Créatinine (mg/L) 11,8+4,11 10,25+6,68

g/L: gramme/litre, mg/L: milligramme/litre.

3.1.2. Description partielle

Dans cette deuxieme partie descriptive nous décrivons les principales variables
étudiées chez les sous groupes sélectionnés afin de tester nos hypotheses.

Pour le profil hématologique des sujets diabétiques de type 2, les parametres sanguins
sont classés en trois classes : la numération globulaire et leucocytaire, les constantes et les
indices érythrocytaires et la vitesse de sédimentation.

Nous donnons la numération globulaire et leucocytaire dans le tableau 9.

Tableau 9: Numération globulaire et leucocytaire.

Lignées globulaires Patients (n=1059)  Témoins (n=793)
Globules rouges (x10%/L) 8,9+40,1 4,970+0,863
Globules blancs (x10%/L) 8,42+3,64 7,85+3,28

Plaquettes (x10%/L) 260,0+98,3 298+133

Lymphocytes (x10%L) 4,8+23,8 2,96+1,28

Monocytes (x10%L) 0,559+0,276 0,608+0,201

Eosinophiles (x10%/L) 0,181+0,210 0,181+0,231
Basophiles (x109/L) 0,157+0,198 0,104+0,248

10%/L: giga/litre.

Les données résumant les constantes et les indices érythrocytaires sont représentées
dans le tableau ci-dessous (Tableau 10).
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Tableau 10: Constantes et indices érythrocytaires.

Indices érythrocytaires Patients (n=1059)  Témoins (N=793)

Hémoglobine (g/dL) 13,10+2,74 14,4+11,3
Hématocrite (%0) 39,80+7,87 38,55+7,52
VGM (fL) 81,1+11,4 79,4+13,2
TCMH (pg) 28,7+13,8 26,52+4,31
CCMH (g/dL) 33,19+3,63 33,1+10,8

g/dL: gramme/décilitre, fL: femtolitre, pg: picogramme.

Le tableau 11 donne résumés des vitesses de sédimentation a une heure et a deux
heures.

Tableau 11: La vitesse de sédimentation.

Vitesse de sédimentation Patients (n=1059)  Témoins (N=793)

VSalh/mm 28,2+20,9 32,0+30,8

VS a2 h/mm 50,4+32,9 50,4+32,9

h/mm: millimetre/heure.

Les fractions HDL-C et LDL-C du bilan lipidique et le non HDL-C calculé chez des
sous groupe: des diabétiques de type 2 associant une cardiopathie, des diabétiques de type 2 et
des témoins sont données dans le tableau 12.

Tableau 12: Les fractions lipidiques chez des populations diabétiques de type 2 avec et sans
cardiopathies.

Diabétiques avec Diabétiques de

Parameétres cardiopathies type 2 ;]iniglggi
(n=371) (n=1059)

HDL-C (g/L) 0,41+0,08 0,43+0,19 0,53+0,18

LDL-C (g/L) 1,07%0,35 1,24+1,17 1,17+0,62

Non HDL-C (g/L) 1,27+0,38 1,27+0,58 1,28+0,49

g/L: gramme/litre.
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Le tableau 13 rapporte les données des indicateurs du métabolisme glucidique (les
niveaux d’insuline sécrété, le peptide C, ’THOMA-IR, les cellules alpha et les cellules béta)
chez un groupe de patients atteints au DT2.

Tableau 13: Indicateurs du métabolisme glucidique chez une population diabétique de type 2.

Parametres Diabétiques de type 2 (n=101)
S% 64,85+41,11
B % 63,61+67,03
Peptide C (ug/L) 2,53£2,59
Insuline (LU/mL) 11,96+9,25
HOMA-IR 2,53+2,59

pa/L: microgramme/litre, pU/mL: microunité/millilitre.

Les pourcentages des différents types des cancers (sein, colon, poumon, estomac)
retrouveée chez un groupe de 256 patients atteints du DT2 de la région de Tlemcen sont
montrés dans la figure 5.

Estomac _ 6,66%

poumon I 20°
coion | =

son |

Figure 5: Fréguences des cancers chez une population diabétique de type 2 de I'ouest
Algérien.

La figure 6 donne la distribution des cancers selon le sexe chez des diabétiques de type
2 de I’ouest Algérien.
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HFemmes ®Hommes

29,41%

Estomac 70.59%
33,33%
Poumon 66.66%
Colon 54,22%
45,88%
Sein

100%

Figure 6: Répartition des cancers chez les diabétiques selon le sexe.

Les deux types de traitements (antidiabétiques oraux et traitement par de I’insuline)
utilisés chez la population des diabétiques de type 2 atteints du cancer (figure 7).

Traitement insuline

Antidiabétiques oraux

41,66%

58,34%

Figure 7: Types des traitements chez des diabétiques cancereux.

Pour le métabolisme du Trp, les concentrations plasmatiques du Trp et de la Kyn a
permis de calculer le ratio Kyn/Trp (K/T) qui peut exprimer I’activité de I’enzyme IDO1 dans
une population diabétique de type 2 atteintes de pathologie cardiovasculaire (Tableau 14).
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Tableau 14: Données descriptives du catabolisme du Trp chez des sujets diabétiques de type
2 associant une cardiopathie.

Diabétiques de type 2 avec

Parametres cardiopathies (n=120)
Trp (nM) 55418+17389
Kyn (nM) 4134+1828
K/T (x100) 8,61+5,47

nM: nanomolaire.

La figure 8 montre les fréquences alléliques résultent de génotypage du
polymorphisme 1rs35099072 du geéne de I'IDO1 chez des diabétiques de type 2 avec
cardiopathies et chez des témoins.

m Témoins = Patients

0%

0%

100%

100%

Figure 8: Fréquences alléliques de polymorphisme rs35099072 du géne de I'IDO1.

L’étude multivariée des variables anthropométriques et sociaux culturelles montre une
association statistiquement significative entre le DT2 et le gradient géographique, le sexe, les
antécédents familiaux du diabéte et des maladies cardiovasculaires, le niveau d’instruction, le
statut marital et le type d’habitat (Tableau 15).

Le tableau révele une disparité géographique trés importante avec un seuil de
signification inférieure a 0,05 pour Ghazaouet, Maghnia, Sebdou et Sidi Djilali.

En considérant Tlemcen comme région de référence, cette région semble trés exposée
au DT2, les régions de Maghnia et Sidi Djilali sont plus exposée au DT2 (OR=3,04 ; 95%
IC=2,53-3,64, p=0,0001) et (OR=1,48 ; 95% 1C=1,16-1,88, p=0,002). Cependant Ghazaouet
(OR=0,78 ; 95% CI1=0,64-0,67, p=0,022) et sebdou (OR=0,7 ; 95% 1C=0,52-0,95, p=0,021)
semblent des régions moins exposées au DT2.
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Concernant le sexe, il est apparait que les femmes sont plus susceptibles de développer
le DT2 par rapport aux hommes (OR=1,20 ; 95% IC=1,05-1,38, p=0,009).

Les sujets qui ont des antécédents familiaux du diabéte sont pratiquement huit fois
plus exposés au DT2 (OR=7,77 ; 95% 1C=6,37-9,48, p=0,0001). De méme, I’existence des
antécédents familiaux des MCV augmente fortement le risque du DT2 (OR=17,19 ; 95%
IC=11,78-25,09, p=0,0001). Comparativement avec des sujets sans antécedents familiaux.

Pour le niveau d’instruction, le risque du DT2 chez les analphabéte est multiplier par
vingt fois (OR=20,19 ; 95% 1C=14,30-28,52, p=0,0001), alors que les sujets de niveau
secondaire et universitaire sont moins exposés au DT2 (OR=0,46 ; 95% 1C=0,38-0,56,
p=0,0001), par rapport a ceux qui ont un niveau primaire.

En tenant compte du facteur statut marital, les mariés et les veufs présentent un risque
plus élevé de développer le DT2 que les célibataires avec (OR=9,36 ; 95% IC=7,02-12,48,
p=0,0001) et (OR=22,67 ; 95% IC=11,71-43,90, p=0,0001) respectivement.

Pour le type d’habitat, le risque du DT2 chez sujets résidants des maisons individuelles
est de I’ordre de quatre fois (OR=3,98 ; 95% [1C=3,41-4,65, p=0,0001) par rapport a ceux qui
occupent des maisons collectives.
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Tableau 15: Résultats de I'étude de régression logistique.

Prédicteur Coefficients Z (Wald) p-value OR IC a95%

Constante -0,0526760 -1,06 0,287

Gradient géographique

Ghazaouet/Tlemcen -0,243850 -2,29 0,022 0,78  0,64-0,97
Maghnia/Tlemcen 1,11028 12,07 0,0001 3,04 2,53-3,64
Sebdou/Tlemcen -0,352789 -2,31 0,021 0,7 0,52-0,95
Sidi Djilali/Tlemcen 0,389148 3,16 0,002 1,48 1,16-1,88
Sexe
Femmes/Hommes 0,184026 2,61 0,009 1,20 1,05-1,38

Antecedents familiauxdu 5 o544 2025 00001 777 637-9.48

diabéte

Antecedents familiaux g/ 1475 00001 1719 11,78-25,00

des MCV

Niveau d’instruction
Analphabéte/Primaire 3.00543 17,06 00001 2019 14,30-2852
_ Secondaire et -0,778844 7,71 00001 046  0,38-0,56
universitaire/Primaire

Statut marital

Mariés/Célibataire 223635 15,24 00001 936 7,02-12,48
Veufs/Célibataire 312101 9.26 00001 22,67 11,71-43.90
Type d’habitat

M Individuelle/M 138169 1738 00001 398  341-465

Collective
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4. Discussion

Les résultats de 1’étude descriptive de la population fournissent des données non
encore enregistrées sur la population diabétique de type 2 de Tlemcen et ces régions. Nous
avons ¢étudié¢ également 1’association de certains variables explicatives de la démographie,
I’anthropométrie, 1’histoire familiale des pathologies et le niveau socio culturel.

Trois pathologies ont été retrouvées associées au DT2 dans notre population, les
maladies cardiovasculaires occupent la premiére place avec une fréquence de 19,45%,
suivient par ’HTA et les cancers (du sein, d’estomac, de colon et celui de poumon) avec des
fréquences de 15,52% et 13,42%, respectivement.

Dans la bibliographie, le DT2 constitue un facteur de risque trés connu des MCV et de
I’HTA (Largay, 2012; Player et al., 2007). De plus, il est impliqué dans plusieurs formes du
cancer notamment le cancer du sein, le cancer de I’estomac et le cancer de colon (Gallagher
and LeRoith, 2015).

La disparité géographique montre que la région de Maghnia regroupe le pourcentage
le plus élevé des sujets diabétiques de type 2 (39,13%), par contre les patients issus de la
région de Sebdou ne représentent que 4,87% de la population étudiée. Pour cela 1’étude de la
régression logistique indique que la région de Maghnia est la zone la plus exposés au DT2
contrairement aux deux autres régions (Sidi Djilali, Ghazaouet et Sebdou).

Dans une étude realisée en 2012, Sidi Djilali était la région la plus exposée au DT2
(Dali-Sahi et al., 2012). De plus, la prévalence du diabéte dans un milieu urbain de la wilaya
de Tlemcen était de 15,3% contre 12,9% en milieu rural (Zaoui et al., 2007).

La moyenne d’age des patients diabétique de notre population d’¢tude est de
59,85+11,24 ans avec une prédominance féminine (65,50%), le modele logistiqgue montre
aussi un risque élevé du DT2 chez le sexe féminin.

Au niveau de la région de Tlemcen, Zaoui et ses collaborateurs montrent qu’en milieu
urbain la prévalence du DT2 est plus élevée chez les hommes (Zaoui et al., 2007). Cependant,
une étude realisée sur une population tunisienne a montré que le sexe n’a aucun effet sur
I’apparition du DT2 (Allani et al., 2012).

L’histoire familiale du diabéte et des MCV nous a permit d’expliquer I’implication du
facteur hérédité du diabete chez la population étudiée.

La fréquence des antécédents familiaux du diabéte dans notre population est de
43,18%, alors que celle des antécédents familiaux des MCV est de 29,95%, les résultats de la
régression logistique indique également que risque d’exposition au DT2 est plus élevé chez
les sujets qui ont des antécédents familiaux du diabéte et des pathologies cardiovasculaires.

Une étude précédente de Dali-Sahi et al a montré que 1’hérédité est un facteur de
risque majeur du DT2 dans la population de Tlemcen et ces région (Dali-Sahi et al., 2012).

Dans une étude antérieure, 1’histoire familiale du diabéte peut étre associé au risque du
DT2 (Antwi et al., 2020). Une étude a révélé que I’histoire familiale du diabéte augmente de
facon importante le risque de la survenue du DT2 chez les deux sexes (Petermann et al.,
2017).

Chez la population Coréenne féminine, I’histoire familiale des pathologies
cardiovasculaires est significativement associée au diabete (Choi et al., 2016). L’histoire
familiale de ’'HTA peut augmenter 1’apparition du DT2 chez la population Japonaise
(YYamamoto-Honda et al., 2017).
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Notre étude indique que le niveau socioculturel pourrait jouer un role dans
I’apparition de la maladie.

Pour le niveau d’instruction, les sujets analphabétes représentent plus de la moitié
(52,63%) des diabétiques, ces sujets présentent un risque accru de développement du DT2,
par contre, ceux qui ont niveau secondaire et plus sont moins exposés au DT2.

Similaire a nos résultats, le faible niveau d’éducation est associé au DT2 chez la
population suédoise (Agardh et al., 2007). De plus I’incidence du DT2 est plus élevé chez les
sujets a faible niveau d’éducation (Steele et al., 2017).

Concernant le statut marital, la grande majorité de notre population diabétique sont
mariés, nos resultats montre que les mariés et les veufs sont plus exposés au DT2.

Cela est en concordance avec 1’é¢tude menée précédemment sur la population de
Tlemcen (Dali-Sahi et al., 2012). Cependant, 1’étude de Antawi et ses collaborateurs montre
que la plupart des diabétiques sont des célibataires (Antwi et al., 2020).

Dans notre étude, la moitié des patients occupent des maisons individuelles (50,42%),
le risque de la survenue du DT2 chez ces sujets est multiplier par quatre.

Les résultats de 1’é¢tude de Antawi et al ont montré que la majorité¢ des diabétiques
habitent dans des maisons individuelles (Antwi et al., 2020).

Les autres variables anthropométriques, cliniques et biologiques sont étudiés dans les
chapitres suivants.

5. Conclusion

Chez la population de Tlemcen et ces régions, certains facteurs démographiques,
anthropométriques, socioculturelles ainsi que I’histoire familiale du diabete et celle des
pathologies cardiovasculaires peuvent étre impliqués dans 1’apparition du DT2. Il est
nécessaire de continue 1’étude de profil biologique (hématologique, métabolique et génétique)
de ces patients.
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Chapitre 2: Hematological profile associated with type 2 diabetes mellitus

1. Introduction

Les complications hématologiques du DT2 sont responsables de la morbidité et de la
mortalité associées a la maladie. Parmi ces complications celles qui affectent les globules
rouges, les globules blancs, les plaquettes et les indices érythrocytaires. Nous avons étudié
certains facteurs de risque hématologiques impliqués dans le développement du DT2.

2. Matériel et méthodes

Notre étude a été réalisée dans I'extréme ouest Algérien sur une population composée
de 1852 sujets, dont 1059 patients diabétiques de type 2 et 793 témoins. Les parametres
sanguins ont été analysés a l'aide d'un analyseur d'hématologie automatisé (Beckman Coulter
750). Nous avons procédé a une régression logistique binaire et a une courbe ROC afin de
déterminer un modeéle prédictif du DT2.

3. Résultats

Le modele logistique a retenu le taux élevé de basophiles avec un risque de deux fois
de développer le DT2 (OR=2,18 ; 95% 1C=1,35-3,53, p<0,001), la concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH), les sujets avec un taux supérieur a 36 g/dL
sont six fois et demi plus exposés au DT2 (OR=6,59 ; 95% IC=2,51-17,31, p=0,0001). Pour
les plaquettes, les sujets qui ont un taux faible de plaquettes sont 5 fois plus exposes au DT2
(OR=5,01 ; 95% IC=1,78-14,13, p<0,002), la vitesse de sédimentation augmente aussi le
risque du DT2 de I’ordre de neuf (OR=7,83 ; 95% 1C=3,39-18,06, p=0,0001).

4. Conclusion

Le profil hématologique des sujets a haut risque du DT2 comporte le taux de
basophiles, la CCMH, le taux de plaquettes et la vitesse de sédimentation a 1 heure.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Background: Hematological changes affecting blood cells and the coagulation factors are shown to be
associated with diabetes mellitus. We investigated some of the hematological risk factors implicated in
the development of type 2 diabetes mellitus.
Methods: The study conducted in western Algeria on a sample of 1852 subjects, 1059 with type 2 diabetes
and 793 witnesses, were evaluated for peripheral blood parameters using hematology analyzer. All the
informations related to the disease were collected from the patients and recorded using predesigned
questionnaire.
Results: The logistic model retained, the mean corpuscular hemoglobin concentration reveals that
subjects with concentration over the normal ratio (>36 g/dl) have an exposure risk six and half times
higher than subjects with normal concentration (OR = 6.59; 95% CI =2.51-17.31, P =0.000). As regards to
the platelets blood ratio, subjects with a ratio lower are five times more exposed to type 2 diabetes
compared to subjects with a normal ratio (OR=5.01; 95% Cl = 1.78-14.13, P < 0.002). Our logistic model
also retained basophils ratio (OR = 2.18; 95% CI = 1.35-3.53, P < 0.001) and sedimentation rate at one hour
(OR =7.83; 95% Cl=3.39-18.06, P =0.000).
Conclusions: Hematological profile associated with type 2 diabetes mellitus retained the mean
corpuscular hemoglobin concentration over the normal ratio, lower platelets blood ratio, basophils ratio
and sedimentation rate at one hour.

© 2017 Diabetes India. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Several hematological changes affecting the red blood cells
(RBCs), white blood cells (WBCs), and the coagulation factors are
shown to be directly associated with DM [1]. Other hematological
abnormalities reported in the DM patients include RBCs, WBCs,
and platelet dysfunction [2].

The mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) was
higher in diabetics. However, mean corpuscular volume (MCV) of
diabetics was lower.

The quantitative and qualitative analysis of red cell parameters
as measured by the red blood cell count, Hematocrit, Mean
Corpuscular Volume (MCV), Mean Corpuscular Hemoglobin (MCH)
and Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration (MCHC) gives
the indication of red cell deformability and the hemorheological

* Corresponding author at: City en-nassr Oued Lakhdar, Tlemcen, Algeria. Tel.:
+213 799203413.
E-mail address: Youcef.kache13@gmail.com (Y. Kachekouche).
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state. The red blood cell distribution width (RDW) is a measure-
ment of the size variation among circulating red cells and is
calculated as part of the routine complete blood count. The RDW,
along with mean cell volume, is useful in the differential diagnosis
of the causes of anemia [3].

Hemoglobin concentration is closely associated with diabetic
profiles. It is widely accepted that patients with diabetes are more
vulnerable to the effects of anemia [4]. Al-Khoury and al.
demonstratiod that for each chronic kidney disease (CKD) stage,
hemoglobin is 1 g/dL lower in patients with diabetes than in the
non-diabetic population [5].

Several prospective studies have shown that a high hematocrit
(or hemoglobin) predicts type 2 diabetes [6]. However, the reasons
for this association have not been fully explored.

Hematocrit has been positively correlated with hyperinsuline-
mia and conditions associated with insulin resistance such as high
blood pressure, elevated serum triglycerides, low HDL cholesterol,
and central obesity and could therefore be associated with insulin
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resistance [7]. On the other hand, hematocrit is also a major
determinant of blood viscosity [8].

Blood platelets play a pivotal role in the blood clotting process
by mediating the primary phase of hemostasis. Their involvement
in atherogenesis and thrombotic complications has been previ-
ously well documented [9,10]. Platelets taken from diabetic
patients, particularly those with vascular instability and angiop-
athy, have been found to have increased baseline activation levels
as well as enhanced stimuli-induced activation and aggregation
responses (platelet hyper-reactivity) [11]. Altered platelet mor-
phology and function have been reported in patients with diabetes
[12].

Evidence from epidemiological studies suggests an association
between total peripheral WBC or leukocyte count, a non-specific
marker of inflammation, and diabetes risk [13,14]. Although a
number of studies have been published, they have not been
systematically reviewed or meta-analysed. Granulocytes them-
selves are comprised of neutrophils, basophils and eosinophils
[13]. Little is known about the association of each of the
subfractions with type 2 diabetes mellitus.

Inflammation is hypothesized to play a role in development of
type 2 diabetes mellitus; however, clinical data addressing these
issues are limited [15].

Some epidemiologic data, mostly from cross-sectional studies,
have shown that diabetes and its precursor states are associated
with leukocyte count or leukocyte populations and diabetes
incidence [13].

2. Methods

Subjects in this study were participants in a case-control study
of the pathogenesis of type 2 diabetes that was initiated in April
2015. All participants were recruited from extreme western
Algeria. Subjects selected for analysis were >30 years old. After
taking the Institutional Ethics Committee clearance, the study was
conducted on patients diagnosed with diabetes mellitus.

Our case-control study included 1059 patients, with confirmed
diagnoses of type 2 diabetes. These cases were all diagnosed
according to criteria recommended by the World Health Organi-
zation (WHO) [16]. Altogether, we included 793 controls who did
not have impaired fasting glucose or type 2 diabetes following a
glucose tolerance test.

Information concerning age, gender, family history of diabetes,
level of education, occupational, marital status, and consanguine-
ous levels was collected by questionnaire. All study subjects were
asked to fill out the questionnaire.
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The following data was collected from the patients: Fasting
Blood Glucose, Red blood cell count, Hemoglobin level, Hematocrit,
MCV, MCH, and MCHC. The blood parameters were analyzed using
by Automated Hematology Analyzer Beckmon Coulter 750 using
impedance method.

2.1. Statistical analysis

Analysis of data was performed using Minitab 16 for Windows.
A binary logistic regression study was performed to determine a
predictive model of type 2 diabetes using the measured factors (the
response variable is here denoted Y, which counts diabetic subjects
(D) and the controls (T), (D) being the reference value). And the
ROC curve was plotted to estimate the predictive capacity of our
logistic model. P-value less than 0.05 was considered statistically
significant.

3. Results

From our results in Table 1, we conclude that Level O shows a
hypoglycemia ( <0.80g/l), whereas, Level 1 shows a normal
glycemia (0.80 to 1.26 g/1). Indeed, a subject with normal blood
glucose has a risk of exposure to type 2 diabetes of eight out of a
hundred (OR =0.08; 95% CI=0.00-1.27, P < 0.073) compared to an
subject who has an hypoglycemia. On the other hand, Level 2
shows a hyperglycemia (>1.26 g/l), the risk of exposure in subjects
with hyperglycemia is multiplied by 226.37 compared with normal
one (OR =226.37; 95% Cl=95.26-537.93, P=0.000).

In our model we retained the age group between 50 years and
61 years, in which subjects aged between 50 and 61 years are most
exposed to the risk of type 2 diabetes compared to those aged less
than 50 years (OR = 2.17; 95% Cl = 1.24-3.81, P < 0.01). However, the
risk of exposure to type 2 diabetes in subjects older than 61 years
(OR=2.04; 95% CI=1.17-3.55, P < 0.05) is two times than subjects
with an age between 50 and 61 years.

The logistic model also retained basophils ratio (OR =2.18; 95%
Cl=1.35-3.53, P < 0.001), subjects with a basophils ratio higher
than 0.1 * 10%1 are two times more exposed to type 2 diabetes
compared to those with normal basophils ratio.

In addition, taking in to account the terms of the MCV, results
shows that, subjects with a MCV lower than normal ratio (80fl)
present weak probability to have type 2 diabetes than those with
normal levels (OR =0.64; 95% CI=0.39-1.05, P < 0.079). We have
retained this factor even if it is not significant in the previsionel

Table 1

Logistic regression results.
predictors Coeffients Z (Wald) P-value OR CI Min (95%) CI Max (95%)
Constant -1,33743 -0,94 0,345
Glycemia 1 —2,53302 -1,79 0,073 0,08 0,00 1,27
Glycemia 2 5,42216 12,28 0,000 226,37 95,26 537,93
Age (50-61 years) 0,774525 2,7 0,007 2,17 1,24 3,81
Age (>61 years) 0,713275 2,52 0,012 2,04 1,17 3,55
Basophils ratio (x10°/1) 0,78122 32 0,001 2,18 1,35 3,53
MCV (fl) —0,450255 -1,75 0,079 0,64 0,39 1,05
MCHC (g/dl)
1 0,0629506 0,24 0,813 1,06 0,63 1,79
2 1,88494 3,82 0,000 6,59 2,51 17,31
Platelets ratio (x10°/1)
1 161134 3,05 0,002 5,01 1,78 14,13
2 —0,572405 -1,58 0,113 0,56 0,28 1,15
Sedimentation rate (1 h/mm) 2,05765 4,82 0,000 783 3,39 18,06

Key: OR: odds ratio, CI: confidence interval, 10%1: Giga per liter, fl: femtolitre, g/dl: Gram per deciliter, 1 h/fmm: millimeter at one hour.
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model because the adequacy tests are more favorable to its
retention than to its withdrawal.

From the MCHC values it turns out, that subjects with MCHC
under the normal ratio (<32 g/dl) represented in level 1 have the
same level of exposure to diabetes (OR=1.06; 95% CI=0.63-1.79,
P < 0.813) that the normal category. On opposite, subjects with
MCHC values over the normal ratio (>36 g/dl) represented in level
2 have an exposure risk sixes and half times higher than subjects
with normal ratio (OR=6.59; 95% Cl=2.51-17.31, P=0.000).

Furthermore, it turn out from the platelets blood ratio, that level
0 shows the normal ratio (140-400 * 10°/1) and level 1 and 2
represent the lower and the higher ratio, subjects with a ratio
lower than 140*10°/1 are five times more exposed to type 2
diabetes compared to subjects with a normal ratio (OR =5.01; 95%
CI=1.78-14.13, P<0.01). In opposition, subjects with platelets
blood ratio higher than normal are less exposed to type 2 diabetes
than those in the normal class (OR=0.56; 95% CI=0.28-1.15,
P <0.113).

We note also that, a high sedimentation rate at one hour
increases the risk of exposure to type 2 diabetes by practically eight
times that of subjects with normal sedimentation ratio (OR = 7.83,
95% CI =3.39-18.06, P =0.000).

In Table 2 in given an abstract of factors revealed from the
logistic model with more than two modalities, the Df indicate here
the number of factor modalities minus one, we found that all the
nullity tests of the coefficients subjectly associated with each
factor are highly significant (Indeed this test is imperative, given
the rejection by the model of levels 1 and 2 respectively of the
factors MCHC and Platelets ratio).

Finally, all adequacy are favorable namely Pearson method,
deviance method, Hosmer-Lemeshow method and methods of
Brown (general alternative and symmetrical alternative) leeds to
an acceptable model with a P-value >0.05.

Table 3 shows the predictive capabilities of this model; we
found a very strong percentage of concordant pairs (93.7%). The D
of Somers, the Gamma of Goodman-Kruskal and the Tau-a of
Kendall are the summary of concordant and discordant pairs table.
Generally, these measures are between 0 and 1, where the highest
values reflex the best prevision capabilities of this model. In this
case, the two first measures worth 0.88 and 0.89 implicate a very
strong prevision capability, Tau-a Kendall gives relatively a good
predictive capability.

3.1. ROC curve

The Receiving Operating Characteristics (ROC) curve (Fig. 1)
group the true positive ratio (TPR) and the false positive ratio (FPR)
on a graphic, usually, we compare a p(w) at a level S = 0.5 to predict
y(w), thus we can build the confusion matrix and extract the two
predicted indicators. The ROC curve generalizes this idea by
varying the entire continuum of all possible values of level 0 and 1.
For each configuration we build the confusion matrix and calculate
TPT and FPR.

We get: Area under curve (AUC)=0.93, which indicates
exceptional discrimination between TPT and FPR.

Table 2

Tests for terms with several degree of freedom.
Terms K-squire Df P-value
MCHC (g/dl) 14.7123 2 0.001
Platelets ratio (x10°/1) 12.7409 2 0.002

Key: Df: degree of freedom.

Table 3
Measure of associations (between response variable and probability previsions).

Pairs Number Percentage Measures recapitulative

Concordant 195960 93,7 D of Somers 0,88
Discordant 11118 53 Gamma of Goodman-Kruskal 0,89
Ex aequo 2122 1,0 Tau-a of Kendall 0,43
Total 209200 1000

03

0,6

Sensitivity

0,44

02

00

T T T T
00 02 04 06 038 10

1-specificity

Fig. 1. ROC curve.

4. Discussion

Our study shows a statistically significant association between
the risk of type 2 diabetes for both sexes and some hematological
factors including: blood glucose, basophils ratio, MCV, MCHC,
platelet ratio, and sedimentation ratio.

Our results show that a variation in blood glucose levels greatly
increases the risk of exposure to type 2 diabetes, this appears in the
case of insulin secretion or insulin resistance, mainly explaining
the increase in glucose in the blood [17]. According to WHO the
impairment of glucose tolerance and fasting blood glucose are
intermediate conditions that make the transition from normality
to diabetes [18].

We note, that in our population the risk of exposure to type 2
diabetes increases after the age of 50 years. The results of a
descriptive study carried out in the French National Center for
Ophthalmology on 137 patients without known diabetes showed
that patients with middle age (57.3 £6.1) undergoing cataract
surgery had a high prevalence of diabetes and a risk of
unrecognized diabetes [19]. However, the study carried out in
Netherlands on a population with colorectal cancer associated
with type 2 diabetes shows a stronger association between type 2
diabetes and colorectal cancer in men less than 55 years of age [20].

In our logistic study we have retained the basophils ratio with
an odd ratio equal to 2.18, so the risk of exposure to type 2 diabetes
is two and a half times higher than for a subject who has a normal
basophils ratio.

Similar to our results, a study of 484 Japanese type 2 diabetics
have cardiovascular diseases showed a correlation between
basophils ratio and clinical characteristics of type 2 diabetes
(r=0.102, p=0.027) [21].

On the other hand, the results of a study carried out in South
Korée on a population of 822 type 2 diabetics revealed no
correlation between the basophils ratio and the clinical character-
istics of type 2 diabetes with P < 0.334 [22].
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Our logistic model also significantly retained the MCV as a
protective factor with an odd ratio equal to 0.64, decrease of MCV
reduced by half the risk of exposure to type 2 diabetes.

A descriptive study in Congo of 12 men and 23 women showed
that 8.3% of men and 21.7% of women had MCV lower than normal
ratio. And 91.7% of men and 78.3% had a standard ratio [23].

Comparable to our study, the results obtained from a study of
323 Chinese patients with type 2 diabetes show no effect of MCV
on the onset of type 2 diabetes (P> 0.05) [24].

Our results show also that the increase in the MCHC is a risk
factor for type 2 diabetes, whose elevation of MCHC increases this
risk by six and half times compared with normal MCHC.

In addition, the studies carried out by Dang and his
collaborators on the Chinese population (P> 0.05), and by Lippi
team on 25 Caucasian patients with type 2 diabetes show that the
average MCHC has no effect on the onset of diabetes Type 2
(P=0.11) [24,25].

We also found that a decrease in platelets blood ratio is a risk
factor for type 2 diabetes. This decrease increases the risk of
exposure to type 2 diabetes by five times compared to a normal
platelet blood ratio.

Contrary to our findings, another studies in India on 300
diabetic type 2 and 300 non-diabetic patients showed that
platelets blood ratio had no effect on the onset of type 2 diabetes
with P=0.265 [26]. A similar study by Zhang and colleagues on a
group of Chinese with 320 type 2 diabetics who have nephropa-
thies (P =0.677) also shows that platelets levels are not involved in
the development of pathology [27].

We also note that, the sedimentation rate at one hour was
retained significantly by our logistic model, whose elevation of this
parameter increases the risk of exposure to type 2 diabetes by
practically eight times compared to a normal sedimentation ratio.

Our results are in agreement with the results of the studies
carried out in China. This study shows that the sedimentation rate
is a risk factor for type 2 diabetes with a P-value less than 0.001
[27], another study carried out in Malta on 209 type 2 diabetics
showed that the sedimentation rate is implicated in the appear-
ance of type 2 diabetes with a P-value less than 0.001 [28].

5. Conclusions

The profile of subjects at high risk for type 2 diabetes was
established, using a logistic model for the detection of unknown
cases. The hematological parameters significantly related to type 2
diabetes in both sexes are: basophils ratio, MCV, MCHC, platelets
blood ratio and sedimentation rate at one hour. The ROC curve
justifies that the logistic model has a very strong forecasting
capacity.
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Chapitre 3: Non-HDL cholesterol predictive factor of type 2 diabetes in the

city of Tlemcen

1. Introduction

Plusieurs études ont montré que le DT2 s’accompagne d’anomalies du métabolisme
lipidique y a compris la dyslipidémie. Notre objectif de travail est de vérifié la part du non
HDL-C dans la survenue du DT2 chez la population de Tlemcen et ces régions.

2. Matériel et méthodes

Cette étude a été menée au niveau de Tlemcen et quatre de ces régions, sur une
population de 1852 participants, dont 1059 sujets atteints du DT2 et 793 témoins, leurs
paramétres biochimiques ont été évalués par les procédures enzymatiques standards sur
l'automate Beckman CX7® (Beckman-Coulter®, NY, Etats-Unis). Les autres informations
relatives au DT2 ont été collectées en utilisant un questionnaire. La régression logistique
binaire était le test utilisé pour vérifier la contribution du non HDL-C dans la survenue du
DT2.

3. Résultats

Les deux niveaux du non HDL-C: 130 mg/dL<non HDL-C<160 mg/dL (OR=0,69 ;
95% 1C=0,49-0,97, p=0,033) et non HDL-C>190 mg/dL (OR=2,22 ; 95% IC=1,31-3,76,
p=0,003), la consanguinité (OR=1,71 ; 95% IC=1,44-2,04, p=0,0001), ainsi que les deux
tranches d’ages: 60 a 70 ans (OR=2,14 ; 95% IC=1,47-3,1, p<<0,001) et 70 ans et plus
(OR=2,26 ; 95% IC=1,51-3,38, p<<0,001), sont les variables retenus par le modele logistique.

4. Conclusion

Dans notre population, le non HDL-C contribue d’une maniére significative dans le
développement du DT2.
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Background: type 2 diabetes mellitus (T2DM) is associated with disorders of lipoprotein metabolism
mixed dyslipidemia. The purpose of this study is to verify whether non high density lipoprotein
cholesterol (non-HDL-C) can contribute to the development of T2DM in a population in the extreme
western Algeria.

Keywords: . Methods: The study was conducted in Tlemcen region on a sample of 1852 subjects,1059 with T2DM and
Lypel_led]jaé’etes mellitus 793 controls, these were evaluated for biochemical parameters, measured using standard enzyme pro-
on-HDL-

cedures (SFBC or IFCC recommendations) on the Beckman CX7® PLC (Beckman-Coulter®, NY, USA). All the
information related to the disease were collected from the patients and recorded using predesigned
questionnaire.

Results: The logistic model retained, the two levels of non-HDL-C: 130 mg/dl < non-HDL-C<160 mg/dl
(OR=0,69; 95% CI=0,49-0,97, P=0,033) and non-HDL-C>190 mg/dl (OR =2,22; 95% Cl=1,31-3,76,
P=0,003), inbreeding (OR =1,71; 95% Cl = 1,44—2,04, P =0,000) and the two age groups 60—70 years
(OR=2,14; 95% Cl=1,47-3,1, P« 0,001) and 70 years and over (OR=2,26; 95% Cl=1,51-3,38,
P <« 0,001).

Conclusions: The logistic model shows that non-HDL-C contributes to the development of type 2 diabetes

Western Algeria
Logistic model

in our population.

© 2018 Diabetes India. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

T2DM is associated with disorders of lipoprotein metabolism,
including mixed dyslipidemia combining hyper production of very
low density lipoproteins (VLDL), low levels of high density lipo-
protein cholesterol (HDL-C) and small and dense low density li-
poprotein cholesterol (LDL-C).

Many experimental studies have investigated the effects of
different classes of lipoproteins on cell function and survival.

Their measurement in clinical practice is not a new concept. The
Helsinki Heart Study 3 used non-HDL-C levels for the management
of dyslipidemia [1].

On this basis, non-HDL-C was added as a secondary treatment
target in patients with high triglyceride levels (>200 mg/dL) [2].

In an analysis of combined data from 68 studies [3], non-HDL-C
was the best predictor of all cholesterol measurements, both for
coronary heart disease and stroke [4].

* Corresponding author. Tlemcen, Algeria. Tel.: +213 799203413.
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Similarly, T2DM is frequently associated with mixed dyslipide-
mia, as well as lipotoxicity characterized by an increase in triglyc-
eride content at the B-pancreatic cell level.

New data suggests a link between cholesterol metabolism and
cell function B, thus the accumulation of cholesterol in the
pancreatic islets alters insulin secretion.

Indeed, the increase in plasma lipid concentration, as well as
their accumulation in tissues, contributes to the development of
hepatic and muscular insulin resistance and to beta cell dysfunc-
tions [5,6], in part via the induction of metabolic stress, involving in
particular oxidative stress, endoplasmic reticulum (ER) stress and
the disruption of calcium homeostasis [7].

Finally, the different classes of lipoproteins have their own ef-
fects on apoptosis and cell proliferation of B-pancreatic cells (pro-
tection of HDL-C and deleterious effect of LDL-C).

Knowing that HDL-C also has a protective effect on the beta
cells, the purpose of this study is to verify whether non-HDL-C can
contribute to the development of T2DM in a population in the
extreme western Algeria.



Résultats et Discussion

Chapitre 3

M. Dali-Sahi et al. / Diabetes & Metabolic Syndrome: Clinical Research & Reviews 13 (2019) 518—521 519

2. Methods

This was a case-control study that included 1852 subjects, type 2
diabetics (1059), and controls (793).

The participants, both male and female, were admitted to the
University Hospital in Tlemcen.

Patients were recruited by health specialists. Only individuals
known to have type 2 diabetes were considered.

For each case and control subject, we noted: identification, age,
knowledge of diabetes, weight, height, family history of diabetes,
and respective levels of blood glucose, total cholesterol, HDL-C,
LDL-C, triglycerides, urea and creatinine. Genealogical and cul-
tural data were also collected on the parents of each diabetic and
control subject (degree of inbreeding of the parents) as well as the
educational level and socio-professional situation of each
individual.

The diagnosis was made according to WHO criteria in 1985 [8]:
diabetes from 1,26 g/l, moderate fasting hyperglycemia from 1,10 to
1,25 g/L. The body mass index was estimated by weight (kg) divided
by the square of height (m). Venous blood is collected after a fast of
at least 10 h 5 ml of blood was collected on a heparin tube for the
biochemical tests. Blood glucose, total cholesterol, HDL-C, LDL-C
and triglycerides were measured using standard enzyme proced-
ures (SFBC or IFCC recommendations) on the Beckman CX7® PLC
(Beckman-Coulter®, NY, USA). The non-HDL-C has been calculated
by the following formula: non-HDL-C = total cholesterol - HDL-C.

Subjects will only be eligible for the study after obtaining their
consent. This study protocol is approved by an Ethics Committee of
the National Agency for the Development of Health Research
Algeria.

2.1. Statistical analysis

Data processing was performed using Minitab 16 software. A
binary logistic regression study [9] was conducted to determine a
predictive model of type 2 diabetes using the measured factors (the
response variable is noted here as Y, which counts type 2 diabetes
patients (D) and controls (T), with (D) being the reference value).
The Area under curve (AUC) was calculated and the receiving
operating characteristics (ROC) curve was plotted to determine the
forecast capacity of our logistics model. The results are considered
statistically significant from a P-value of <0,05.

subjects with an non-HDL-C level <130 mg/dl.

The risk of exposure to T2DM in subjects with high levels of non-
HDL-C between 160 mg/dl and 190 mg/dl) is about half that of
subjects with levels close to the ideal of non-HDL-C (OR = 1,53; 95%
Cl=0,96—-2,46, P =0,075).

Subjects with very high levels of non-HDL-C (non-HDL-
C>190 mg/dl) are twice as exposed to T2DM as in the previous class
(OR =2,22; 95% CI=1,31-3,76, P=0,003).

Taking into account the smoking factor in the logistic model, it
appears (OR =1,54; 95% Cl = 0,97—2,44, P = 0,069) that the risk of
exposure to T2DM in smokers is multiplied by 1,54 compared to
non smokers.

With respect to inbreeding (OR=1,71; 95% Cl=1,44—2,04,
P =0,000), which shows that subjects with related relatives have a
1,71 risk of developing T2DM compared to subjects from non-
inbreeding marriages.

For the age factor, the age group [60—70 years] is twice as
exposed to T2DM as subjects under 60 years of age (OR = 2,14; 95%
Cl=1,47-3,1, P« 0,001). While subjects over 70 years of age also
have twice the risk of developing T2DM in relation to the age group
[60—70 years] (OR = 2,26; 95% Cl = 1,51-3,38, P« 0,001).

We kept the variables non-HDL-C 2 (160 mg/dl < non-HDL-
C<190 mg/dl) and smoking although they are not significant in the
forecast model because they favor significance and the adequacy
tests are more favorable to their retention than to their withdrawal.

In Table 2, adequacy tests using the Pearson method, the devi-
ance method, the Hosmer-Lemeshow method and the Brown
methods (general alternative and symmetrical alternative) accept
the model with (P > 0,05).

The predictive capabilities of this model (Table 3) reveal a very
high percentage of matching pairs (65%). Somers' D and Goodman-
Kruskal's Gamma values of 0,35 and 0,37 imply a good predictive
capability, Kendall's Tau-a gives a relatively low predictive
capability.

3.1. ROC curve

The ROC curve (Fig. 1) relates the rate of true positive (TPR) to
the rate of false positive (FPR) in a graph. Usually, we compare p(w)

Table 2
Adjustment adequacy tests.
3. Results Methods K-squire DF P-value
Non-HDL-C levels were categorised according to the National Pearson 66,3701 58 0211
Chol | Ed R p Adult T p 1-IIl (NCEP Sum of the difference squares 73,8582 58 0,078
olestero ucatl.on. rogram-Adult reat_ment anel-III ( - Hosmer-Lemeshow 12.4744 6 0052
ATP-III) [10], the logistic model (Table 1) retained the level 1 of non- Brown:
HDL-C (130 mg/dl < non-HDL-C<160 mg/dl) with (OR =0,69; 95% General alternative 1,7371 0,42
Cl = 0,49—0.97, P = 0,033). It can be seen that subjects with a rate of Symmetrical alternative 00164 1 0,898
non-HDL-C close to ideal are less exposed to T2DM compared to Key: DF: degree of freedom.
Table 1
Results of the logistic regression model study.
Predictors Coefficients Z (Wald) P-value OR CI Min (95%) CI Max (95%)
Constant —0,503762 -3,56 0,000
Non-HDL-C 1 —0,367995 -2,13 0,033 0,69 0,49 0,97
Non-HDL-C 2 0,428116 1,78 0,075 1,53 0,96 2,46
Non-HDL-C 3 0,798425 2,97 0,003 2,22 1,31 3,76
Smoking 0,42968 1,82 0,069 1,54 0,97 2,44
Consanguinity 0,536299 6,01 0,000 1,71 1,44 2,04
Age (60—70 years) 0,759953 4,01 0,000 2,14 1,47 3,1
Age (>70 years) 0,814721 3,97 0,000 2,26 1,51 3,38

Key: Non HDL-C 1: (130nmg/dl < nonHDL-C<160 mg/dl), Non HDL-C 2: (160 mg/dl < non-HDL-C<190 mg/dl), Non HDL-C 3: (non-HDL-C>190 mg/dl), OR: odds ratio, CI:

confidence interval, mg/dl: milligram per deciliter.
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Table 3
Measure of associations (between response variable and probability previsions).

Pairs Number Percentage  Measures récapitulative
Concordant 136075 65 D of Somers 0,35
Discordant 62905 30,1 Gamma of Goodman-Kruskal 0,37
Ex a equo 10220 49 Tau a of Kendall 0,17
Total 209200 100
1,0 R —
0,84
£ 061
2
N
Z
v 044
»n
0,24
0,04
0,0 02 0,4 0,6 08 1,0
1-specificity

Fig. 1. ROC curve.

to a threshold S=0,5 to make a prediction y(w). We can thus
construct the matrix of confusion and extract the two indicators
mentioned above. The ROC curve generalizes this idea by varying
the entire continuum of possible S threshold values between 0 and
1. For each configuration we construct the confusion matrix and
calculate TPR and FPR.

The value of the AUC (Area under curve) equal to 0,77, which
shows an acceptable discrimination of the model used in diabetics.

4. Discussion

In diabetics, the logistic model reveals a statistically significant
association between the risk of T2DM and non-HDL-C levels
(130 mg/dl < non-HDL-C  mg/dl <160 mg/dl and non-HDL-
C>190 mg/dl), inbreeding and the two age groups retained in di-
abetics with heart disease (60—70 years and over 70 years).

Subjects with a non-HDL-C level between 130 and 160 mg/dl are
less exposed to T2DM than those with a non-HDL-C level below
130 mg/dl. Subjects with a non-HDL-C level between 160 and
190 mg/dl have a risk multiplied by 1,53 compared to those in class
130—160 mg/dl. However, subjects with a non HDL-C level above
190 mg/dl are twice as exposed to T2DM as subjects with a non-
HDL-C level between 160 and 190 mg/dl.

For T2DM, studies performed for the prediction of T2DM by
non-HDL-C are very rare.

Our results are consistent with those found in a descriptive
study conducted in Taiwan on 104 type 2 diabetics and 21 controls
which showed that the number of subjects with a non-HDL-C level
above 130 mg/dl is significantly higher compared to those with a
level below 130 mg/dl (P < 0,001) and controls (P =0,021) [11].

According to a case control study conducted in Bangladesh on
103 type 2 diabetics and 47 non diabetics, the average non-HDL-C is
significantly higher in diabetics (181 +40,11) than non diabetics
(142,47 + 63,27) with a p value equal to 0,000 [12].

In another study conducted in Venezuela, the mean non-HDL-C

in diabetics (180,67 + 78,99) is significantly higher than in controls
(133,60 + 18,40) [13].

From our results, smokers have a risk of exposure to T2DM
multiplied by 1,54 compared to non smokers.

These results contradict those found in a study conducted in
Sweden on a diabetic population, a small percentage of patients
who smoke was observed (17,9%) [14].

Our logistic model shows that subjects from inbred marriages
have a risk of exposure to T2DM multiplied by 1,71.

Our results are consistent with a similar study conducted in the
same region that shows that inbreeding increases the risk of T2DM
three times [15].

In another study in a Saudi Arabian diabetic population, fasting
blood glucose levels increase with increasing degrees of inbreeding
[16].

Regarding age, the result found in diabetics without heart dis-
ease is almost identical to that found in diabetics with heart
disease.

This result is similar to that found in the study by Zhen et al,,
who showed that subjects in group A (HbA1c<7%) have a signifi-
cantly higher mean age (60,17 +9,49) than those in group B
(HbA1c>7%) with a P <0.05) [17].

On the other hand, the age of exposure to T2DM found in a
previous study (50—61 and > 60 years of age is lower than that
found in the latter study [18].

In the Zabeen team study, no significant differences were found
between the average age of diabetics (46,53 +5,43) and non di-
abetics (47,38 +7,61) [12].

5. Conclusions

The logistic model shows that non-HDL-C contributes to the
development of T2DM in our population. Inbreeding and age are
also significantly related to T2DM.
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Chapitre 4: Predictive value of non-HDL cholesterol for cardiovascular

disease in a population in far western Algeria with type 2 diabetes
1. Introduction

Le non HDL-C représente un facteur de risque majeur des MCV chez les diabétiques
de type 2. Le but de cette étude est d’estimer le risque relatif multivarié du non HDL-C, dans
la survenue des pathologies cardiovasculaires chez une population atteinte du DT2 de
I’extréme ouest Algérien.

2. Matériel et méthodes

L’¢tude a été réalisée dans I’ouest Algérien sur une population de 1111 sujets, 371
diabétique de type 2 associant une cardiopathie et 740 témoins. Le bilan biochimique a été
établi en utilisant les procédures enzymatiques standards sur l'automate Beckman CX7®
(Beckman-Coulter®, NY, Etats-Unis). Les informations relatives aux pathologies ont été
collectées a I’aide d’un questionnaire. La régression logistique binaire a été effectuée pour
I’estimation de ce risque.

3. Résultats

Notre modele logistique a retenu les deux niveaux de non HDL-C: 130 mg/dL<non
HDL-C<160 mg/dL (OR=0,11; 95% 1C=0,03-0,47, p=0,003) et 160 mg/dL<non HDL-C<190
mg/dL (OR=5,02; 95% IC=1,1-22,87, p=0,037) ainsi que le tabagisme (OR=19,27; 95%
1C=3,39-109,63, p=0,001), la consanguinité (OR=3,65; 95% CIl=1,12-11,85, p=0,031) et les
deux tranche d’age de 60 a 70 ans (OR=2,36; 95% IC= 1,32-4,2, p<<0,01) et 70 ans et plus
(OR=2,26; 95% 1C=1,19-4,29, p<<0,05).

4. Conclusion

Le non HDL-C est un facteur de risque puissant pour 1’apparition des MCV chez le
patient diabétique de type 2 de I’extréme ouest Algérien.
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ABSTRACTS

Background: Non high density lipoprotein cholesterol (non-HDL-C) is a risk factor for cardiovascular
disease (CVD) in people with type 2 diabetes. The aim of our study is to estimate the relative multivariate
risk of non-HDL-C in the occurrence of CVD in a population in the extreme western Algeria with type 2
diabetes mellitus (T2DM).
Methods: Our study was carried out in western Algeria on a population of 1111 subjects, 371 cardiopaths
with T2DM and 740 controls. The biochemical balance was established using standard enzymatic pro-
cedures (SFBC or IFCC recommendations) on the Beckman CX7® PLC (Beckman-Coulter®, NY, USA). In-
formation on the pathologies was collected by means of a questionnaire.
Results: The logistic model retained the two levels of non-HDL-C: 130 mg/dl < non-HDL-C<160 mg/dl
(OR=0.11; 95% CI=0.03—0,47, P=0.003) and 160 mg/dl < non-HDL-C<190 mg/dl (OR=5.02; 95%
Cl=11-22.87, P=0.037) and smoking (OR=19.27; 95% CI=3.39-109.63, P=0.001), inbreeding
(OR =3.65; 95% Cl = 1.12—11,85, P = 0.031) and the two age groups 60—70 years (OR = 2.36; 95% Cl = 1.32
—4.2, P<<0.01) and 70 years and over (OR =2.26; 95% CI = 1.19—4.29, P<<0.05).
Conclusions: Non-HDL-C is a powerful risk factor for the occurrence of cardiovascular disease in type 2
diabetics in the extreme western Algeria.

© 2018 Diabetes India. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The common lipid abnormality of diabetes is characterized by
high triglyceride levels, low HDL cholesterol levels and an increased

Cardiovascular complications are the leading cause of death in
people with diabetes. Indeed, type 2 diabetics have a two to four
times higher risk of cardiovascular events than adults without
diabetes [1,2].

Many studies have shown that the value of non-HDL-C can be an
indicator of cardiovascular risk in different populations, including
Europeans [3].

Non-HDL-C appears to follow the multiple risk factors for CVD
among American ethnic minorities disproportionately affected by
diabetes [4,5].

In diabetic patients, non-HDL-C may be a more potent predictor
of CVD than low density lipoprotein cholesterol (LDL-C), or tri-
glycerides, because it has a strong correlation with atherogenic li-
poproteins [6].

* Corresponding author. Tlemcen, 13000, Algeria. Tel.: +213 799203413.
E-mail address: Youcef.kache13@gmail.com (Y. Kachekouche).

https://doi.org/10.1016/j.dsx.2018.12.002
1871-4021/© 2018 Diabetes India. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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presence of small dense LDL particles [7]. Changes in the compo-
sition of LDL-C that can accompany the disease make LDL-C
exceptionally atherogenic [8]. In fact, once the triglyceride level
exceeds 100 mg per deciliter (mg/dl), small dense atherogenic LDL-
C particles predominate [9].

In this regard, Lu et al. established, in a prospective study, the
predictive value of non-HDL-C for clinical parameters in an ethnic
diabetic population (Indian communities in the United States) at
high cardiovascular risk [10]. Non-HDL-C is therefore a simple,
reliable and reproducible index of the overall risk of cardiovascular
risk, which may be equivalent to, if not higher than, LDL cholesterol
[11].

Most of the available data, which studies the extension of risk
factors for CVD in the Maghreb [12], and in particular in Algeria
[13], are of a descriptive nature.

It is proposed to estimate the relative multivariate risk of non-
HDL-C in the occurrence of cardiovascular pathologies in a
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diabetic population in extreme western Algeria.
2. Methods

This was a case-control study that included 1111 subjects, car-
diopaths with T2DM (371), and controls (740).

The participants, both male and female, were admitted to the
University Hospital in Tlemcen.

Patients are recruited by health specialists. Only individuals
known to have diabetic heart disease are considered.

For each case and control subject, it was noted: identification,
age, knowledge of cardiovascular disease, diabetes, weight, height,
family history of diabetes, and respective levels of blood glucose,
total cholesterol, HDL-C, LDL-C, triglycerides, urea and creatinine.
Genealogical and cultural data were also collected on the parents of
each diabetic and control subject (degree of inbreeding of the
parents) as well as the educational level and socio-professional
situation of each individual.

The diagnosis was made according to world health organization
(WHO) criteria in 1985 [14]: diabetes from 1.26 g/, moderate fast-
ing hyperglycemia from 1.10 to 1.25 g/l. The body mass index was
estimated by weight (kg) divided by the square of height (m).
Venous blood is collected after a fast of at least 10 h 5 ml of blood
was collected on a heparin tube for the biochemical test. Urea,
blood glucose, total cholesterol and triglycerides are measured
using standard enzyme procedures (SFBC or IFCC recommenda-
tions) on the Beckman CX7® PLC (Beckman-Coulter®, NY, USA). The
non-HDL-C has been calculated by the following formula: non-
HDL-C = total cholesterol - HDL-C.

Subjects will only be eligible for the study after obtaining their
consent, or parental consent if they are under 18 years of age. This
study protocol is approved by the ANDRS (Ethics Committee of the
National Agency for the Development of Health Research in
Algeria).

2.1. Statistical analysis

Data processing was performed using Minitab 16 software. A
binary logistic regression study [15] was conducted to determine a
predictive model of heart disease associated with type 2 diabetes
using the measured factors (the response variable is noted here as
Y, which counts diabetic heart disease (C) and controls (T), (C) being
the reference value).

The Area under curve (AUC) was calculated and the receiving
operating characteristics (ROC) curve was plotted to determine the
forecast capacity of our logistics model. The results are considered
statistically significant from a P-value < 0.05.

3. Results

Non-HDL-C levels were categorised according to the National
Cholesterol Education Program-Adult Treatment Panel-III (NCEP-
ATP-III) [16]. From our results in Table 1, level O indicates an non-
HDL-C level <130 mg/dl taking this factor into account in the lo-
gistic model, it appears in level 1 (130 mg/dl < non-HDL-C<160 mg/
dl) that the risk of occurrence of CVD and T2DM is reduced once
compared to subjects with an non-HDL-C level <130 mg/dl
(OR=0.11; 95% CI=0.03—0.47, P=0.003). While subjects with
high non-HDL-C levels (160 mg/dl < non-HDL-C<190 mg/dl) are
five times more exposed to CVD and T2DM (OR=5.02; 95%
Cl=1.1-22.87, P=0.037) than those with an non-HDL-C level 1
(130 mg/dl < non-HDL-C<160 mg/dl).

Regarding smoking, smokers are 19 times more exposed to CVD
and T2DM than non-smokers (OR = 19.27; 95% CI =3.39—-109.63,
P =0.001).

58

Chapitre 4

827
Table 1
Results of the logistic regression model study.
Predictors Coefficients Z (Wald) P-value OR CI (95%)
Constant -1,10269 -2,62 0,009
Non HDL-C 1 —2,2051 -2,98 0,003 0,11 0,03—-0,47
Non HDL-C 2 1,61403 2,09 0,037 5,02 1,1-22,87
Smoking 2,95858 3,34 0,001 19,27 3,39-109,63
Consanguinity 1,2944 2,15 0,031 3,65 1,12—-11,85
Age (60—70 years) 0,85684 2,91 0,004 2,36 1,32—-4,2
Age (>70 years) 0,814499 2,49 0,013 2,26 1,19-4,29

Key: Non HDL-C 1: (130 mg/dl < non-HDL-C<160 mg/dl), Non HDL-C 2: (160 mg/
dl < non-HDL-C<190 mg/dl), OR: odds ratio, CI: confidence interval.

Table 2

Adjustment adequacy tests.
Methods K-squire DF P-value
Pearson 8717 17 0,949
Sum of the difference squares 10,6653 17 0,873
Hosmer-Lemeshow 0,4182 5 0,995
Brown:
General alternative 0,4393 2 0,803
Symmetrical alternative 0,0263 1 0,871

Key: DF: degree of freedom.

For inbreeding, the result is (OR=3.65; 95% Cl=1.12—11.85,
P =0.031), which shows that the risk of exposure to CVD and T2DM
in subjects with related parents is three and a half times higher
than in subjects from non-inbreeding marriages.

Our model also used the age group [60—70 years], whose sub-
jects aged 60—70 years are twice as exposed to CVD and T2DM as
those under 60 years of age (OR=2.36; 95% Cl=1.32—-4.2,
P<<0.01).

However, the risk of exposure to type 2 diabetes in subjects over
70 years of age (OR = 2.26; 95% CI = 1.19—4.29, P<<0.05) is twice as
high as in the age group [60—70 years].

In Table 2, adequacy tests using the Pearson method, the devi-
ance method, the Hosmer-Lemeshow method and the Brown
methods (general alternative and symmetrical alternative) accept
the model with (P>>0.05).

Table 3 shows the forecasting capabilities of our model. There is
a very high percentage of matching pairs (82%). The summaries of
the table of matching and discordant pairs are represented by D of
Somers, Gamma of Goodman-Kruskal and Tau-a of Kendall, these
measurements are generally between 0 and 1, where the highest
values show that the model has better predictive capabilities. The
first two measurements of 0.71 and 0.77 imply a very high pre-
dictive capacity, the Kendall Tau-a gives a relatively good predictive
capacity.

3.1. ROC curve

The ROC curve (Fig. 1) relates the rate of true positive (TPR) to
the rate of false positive (FPR) in a graph. Usually, we compare p(w)
to a threshold S=0.5 to make a prediction y(w). We can thus
construct the matrix of confusion and extract the two indicators

Table 3
Measure of associations (between response variable and probability previsions).

Pairs Number Percentage  Measures récapitulative

Concordant 2097 82 D of Somers 0,71
Discordant 278 10,9 Gamma of Goodman-Kruskal 0,77
Ex aequo 181 71 Tau-a of Kendall 0,32
Total 2556 100
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Fig. 1. ROC curve of the decision threshold, for modelling predictive values of non HDL cholesterol in the occurrence of CVD in T2DM.

mentioned above. The ROC curve generalizes this idea by varying
the entire continuum of possible S threshold values between 0 and
1. For each configuration we construct the confusion matrix and
calculate TPR and FPR.

The value of the AUC equal to 0.89, therefore the model used in
patients with CVD and T2DM, has excellent discrimination.

4. Discussion

In diabetics with CVD, our results show that the risk of associ-
ation between T2DM and CVD in both sexes is related to both levels
of non-HDL-C (130 mg/dl < non-HDL-C<160 mg/dl and 160 mg/
dl < non-HDL-C<190 mg/dl), smoking, inbreeding and the two age
groups 60—70 years and over.

In our study, subjects with a non-HDL-C level between 130 mg/
dl and 160 mg/dl are less exposed to the association between T2DM
and CVD than those with a non-HDL-C level below 130 mg/dl.
While subjects with a non-HDL-C level between 160 and 190 mg/dl
are five times more exposed to this combination than subjects with
a non-HDL-C level of 130 mg/dl and 160 mg/dl.

Most studies show that non-HDL-C is a factor of exposure to
CVD in diabetics as well as in non diabetics.

First, Zeng and collaborators also report that patients with
diabetes who are poorly balanced with a non-HDL-C >130 level
have a higher risk of preprocess myocardial injury; than those with
a level <100 mg/dl [17].

It has been shown that diabetics subjects with a non-HDL-C
level between 111.97 and 134.75 mg/dl are more exposed to coro-
nary heart disease with HR=1.23; CI=1.09-1.39 compared to
those with a non-HDL-C level below 111.97 mg/dl [18].

A cohort study conducted in China on 27020 subjects showed
that the risk of exposure to CVD in subjects with a non-HDL-C
>190 mg/dl level is higher with (HR=1.93; CI=1.50-2.47)
compared to those with non-HDL-C levels below 130 mg/dl with a
relatively higher risk of exposure to CVD in diabetics (HR = 1.22;
Cl =1.05—1.42) than in non diabetics (HR =1.11; CI=1.04-1.19)
[19].

About 2066 subjects among 25639 develop a cardiovascular
pathology, the risk of occurrence of CVD increases with non-HDL-C,
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it appears in the three high levels of non-HDL-C: (HR =1.26;
CI=1.08-147), (HR=151; (CI=131-174) and (HR=187;
Cl = 1.62—2.15) respectively compared to those who have a normal
level of non-HDL-C [20].

Similarly, subjects with a non-HDL-C level above 180 mg/dl are 3
times more exposed to CVD (HR =3.13; CI = 1.58—6.21) than those
with a non-HDL-C level below 100 mg/dl [21].

In a similar study, patients with a non-HDL-C>130 mg/dl level
have a high incidence of major cardiovascular events (HR = 3.15;
P =0.003). Compared to patients with a non-HDL-C level less than
100 mg/dl [22].

As for the study on smoking, it appears in our logistic model that
smokers are 19 times more exposed to the risk of association be-
tween T2DM and CVD, and our results corroborate those of Kita-
mura [21].

On the other hand, the study by Gu and collaborators showed
that smoking is not associated with the different levels of non-HDL-
C, the percentages of smokers according to the levels of non-HDL-C
are between 36% and 38% with a P value equal to 0.84 [19].

Inbreeding has not been carefully researched in all studies
concerning the predictive risk value of non-HDL-C in the occur-
rence of cardiovascular events inT2DM. We used this factor to see
its involvement. The model shows that inbreeding increases the
risk of association of the two diseases by about three and a half
times.

This is consistent with a significant association found between
inbreeding and the cardiovascular profile of 587 patients [23].

There is an undeniable age factor in this model. Our results show
that subjects aged between 60 and 70 have a twice as high risk of
developing both diseases compared to those aged under 60. Sub-
jects over 70 years of age are also twice as exposed to both diseases.

The average age found in a study conducted in China on a
population of 351 patients with coronary heart disease (58.6 + 10
years) [24]. Approaching the age of exposure to CVD and T2DM
found in our study population.

The age averages of two other Chinese populations were found
to be significantly elevated compared to the different classes of
non-HDL-C [19,21].
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5. Conclusions

The results of the modelling showed that non-HDL-C is a
powerful risk factor for the occurrence of CVD in type 2 diabetics in
extreme western Algeria. The other factors studied, significantly
related, are: smoking, inbreeding and age.

The model is very significant, there is a relationship between
the explanatory values and the explained variables with good
predictions.
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Chapite 5: Association of insulin secretion level on lipid fractions and risk

of arterial hypertension

1. Introduction

La littérature existante rapporte, des résultats quant a I'association des parametres
lipidiques avec les niveaux de secrétion de l'insuline et le risque d’HTA. Dans ce contexte
nous nous proposons d’évaluer le role du dosage de I’insuline et des fractions lipidiques dans
le risque d’HTA chez les patients diabétiques de type 2 de I’ouest Algérien.

2. Matériel et méthodes

Il s’agissait d’une étude observationnelle transversale réalisée entre Janvier et
Septembre 2018 aupres de 101 sujets diabétiques de type 2. Les données collectées
concernaient le profil biodémographique des participants. Nous avons effectué des régressions
multiples afin de tester la liaison des variables mesurées avec les niveaux de sécrétion de
I’insuline.

3. Résultats

La régression multiple effectuée sur I’ensemble de la population indique une
association significative (p<0,05) linéaire et positive entre la sécrétion de I’insuline d’une part
et THOMA-IR, I’'IMC et le tour de taille d’autre part.

L’¢étude analytique par groupes (sélectionnés en fonction des niveaux de sécretion de
I’insuline) montre que le non HDL-C, le LDL-C et la CRP sont des prédicteurs pour la
variable réponse insulinopénie (p<0,05). On remarque que dans I’insulinorésistance, la
sécrétion d’insuline est positivement et significativement (p<0,05) liée a la PAD, a la PAS et
au HOMA-IR. Tendis que chez les sujets qui présentent une hyperinsulinisme, 1’age, le non
HDL-C, le LDL-C et ’THOMA-IR sont significativement (p<0,05) et positivement liée a la
sécrétion de I’insuline.

4. Conclusion

Nos résultats suggérent une relation directe possible entre la diminution de la sécrétion
de I’insuline et la survenue de I’HTA chez le patient diabétique de type 2 de I’ouest Algérien.
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Abstract:

Background:

The existing literature reports results on the association of lipid parameters with the level of insulin secretion and the risk of arterial hypertension.

Objective:

This study evaluated the role of the insulin dosage and lipid fractions in the risk of arterial hypertension in type 2 diabetic patients in Western
Algeria.

Methods:

This was a cross-sectional observational study involving 101 subjects with type 2 diabetes mellitus. The data collected was about the
biodemographic profile of the participants. We performed multiple regressions to test the effect of insulin concentration on the parameters studied.
Results:

The multiple regression analytical study showed that HOMA-IR, BMI and waist circumference were predictors for the insulinemia response
variable (P<0.05). It should be noted that in insulinopenia, insulin secretion is positively and significantly correlated with non-HDL-C (P=0.037),
and it is also significantly and positively correlated with LDL-C (P=0.042). Multiple regression also shows that SBP and DBP are significantly and
positively related to insulin resistance. Our data suggest a possible direct relationship between fasting insulin and blood pressure.

Conclusion:

Monitoring of circulating insulin concentrations is critically important in a population of type 2 diabetics.

Keywords: High blood pressure, Non-HDL-C, Type 2 diabetes mellitus, CARDIA, Algeria, Insulin.
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1. INTRODUCTION Some epidemiological studies, including cross-sectional

and longitudinal studies have indicated that insulin levels thus
secreted are associated with Blood Pressure (BP) as well as the
incidence of arterial hypertension [2].

The question is whether the association of lipid fractions
with the level of insulin secretion and the risk of arterial
hypertension, reported in the literature, prevails in our study
population. It has been well established that high blood pressure
(arterial hypertension) tends to coexist with diabetes [3]. In
addition, risk factors for arterial hypertension and diabetes
mellitus are likely to coincide and it has been hypothesized that
insulin resistance may be the underlying pathophysiological
mechanism [4, 2].

With regard to the association of lipid parameters with
insulin secretion level and risk of arterial hypertension, the
existing literature reports controversial results, particularly in a
specific sex or ethnic subgroup [1].

* Address correspondence to this author at Departement of Biology, Analytical .. .. . .
Chemistry and Electrochemistry Laboratory, University of Tlemcen, 13000, In addition, among the limited prospective studies on the

Algeria; Tel: (+213) 799203413; E-mail: Youcef kache13@gmail.com association of insulin levels with the incidence of arterial
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hypertension, most of them have been conducted in a single
sex or ethnic group [5, 6].

However, the CARDIA study prospectively examined
fasting insulin levels in relation to the incidence of arterial
hypertension in a large cohort [7].

The aim of this study was to evaluate the role of the insulin
dosage and lipid fractions in the risk of occurrence of arterial
hypertension in type 2 diabetic patients in western Algeria.

2. MATERIALS AND METHODS

This is a cross-sectional observational study of 101
subjects with type 2 diabetes in Western Algeria. Participants,
both male and female, were admitted to the University Hospital
Centre in Tlemcen. Participants were recruited by general prac-
titioners, and hospitalized for one day at the hospital unit for
hormone testing and only those who were diagnosed with
diabetes mellitus and were on oral hypoglycemic agents or
insulin stayed at the hospital. This study took place from
January to September 2018.

All the patients with arterial hypertension and diabetes
mellitus were included in our study. Diabetic patients were
considered to have fasting blood glucose levels greater than or
equal to 1.26 g/l and hypertensive patients were considered
with permanently elevated blood pressure levels of 160 mm Hg
for systolic numbers and/or 95 mm Hg for diastolic numbers.
However, it is currently accepted that a diabetic patient is
hypertensive even at blood pressure values of 140/80 mm Hg.
The criteria for exclusion of patients with secondary arterial
hypertension, associated with diabetes mellitus have not been
defined.

The data was collected regarding the biodemographic
profile of the participants (age, sex, BMI, heredity, degrees of
inbreeding), carbohydrate balance based on fasting blood
glucose alone (>1.26 g/1) and finally blood samples with deter-
mination of insulin secretion markers, insulin, and C-peptide,
used as markers of variable insulin secretion deficits.

Venous blood was collected after fasting of at least 8
hours. We collected 5 ml of blood in a heparin tube for the
biochemical test. Blood glucose, total cholesterol, HDL-C,
LDL-C and triglycerides were measured using standard
enzyme procedures (SFBC or IFCC recommendations) on the
Beckman CX7" PLC (Beckman-Coulter”, NY USA).

The sample for the determination of insulin and C-peptide
was taken in a dry tube. The assay was conducted by using
ECLIA Roche electrochemiluminescence on Modular E170.

Chapitre 5
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The degree of Insulin Resistance (IR) is estimated by
measuring glucose and insulin and/or C-peptide concentrations
in a blood sample collected from a fasting patient on an
Ethylene-Diamine-Tetra-Acetic acid Medical (EDTA) tube.
Calculations are then made using the data to obtain a
reasonable estimate of the degree of IR. This is an assessment
called homeostatic assessment model-insulin resistance
(HOMA-IR). HOMA is a structural computer model, available
on the Internet (www.dtu.ox.ac.uk). The calculation is based on
the glucose/insulin regulation loop. In general, HOMA scores
are interpreted as follows:

The higher the number >1, the higher the degree of IR [8].
Patients were only considered eligible for the study after
obtaining their consent. This study protocol was approved by
an ethics committee.

2.1. Statistical Analysis

The results are expressed in mean+standard deviation and
in percentages (%). We used Tuky's test and the Dunn's test for
comparisons between averages. The chi-square test was used to
compare the percentages.

We performed multiple regressions to test the binding
between insulin and other parameters studied. The significance
threshold was set at P<0.05.

Data processing was performed using Minitab 16 software.

3. RESULTS

The study population consisted of 73 women (72%) and 28
men (28%). The average age was 58.23+10.16 years. This was
an inbreeding population with an inbreeding rate of 53%. More
than 55% of individuals had one or both parents with diabetes.
The average body mass index (BMI) was 30.16+5.82 Kg/m2.
of all the people surveyed, 30% were known to be hyper-
tensive and undergoing hypotensive therapy.

The type 2 diabetic population had a fairly variable insulin
secretion. Considering that the normal values are between 10
and 20 pU/1, we obtained a percentage of type 2 diabetics with
insulin secretion deficiency of 53%. While 30% were insulin-
resistant, 17% of them produced an excess of insulin >20 pU/L.

In Table 1, these three groups does not differ significantly
in characteristics related to age, BMI, waist circumference,
inbreeding, smoking, SBP or DBP values, lipid status, or C-
Reactive Protein (CRP), although the latter is higher in the
insulin-resistant class (P>0.05). On the other hand, the
insulin/glycemia ratio, C-peptide, HOMA-IR, % and %S are
significantly different in the three groups (P<0.05).

Table 1. Anthropometric and metabolic characteristics associated with insulin secretion levels.

Insulinopenia Insulin resistance Hyperinsulinisme
Level of Fasting Insulin Secretion 0 a10pU/ml 10 a 20pU/ml >20pU/ml P-value
N=53 (53%) N=30 (30%) N=17(17%)
Associated characteristics
H 18 (33%) H 6 (20%) H 4 (24%)

Sex F 36 (67%) F 24 (80%) F 13 (76%) 0.389
Age (years) 59.87+£9.92 61.40+9.58 55.00+8.02 0.084
Glycemia (g/1) 1.976+0.940 1.788+0.801 2.100+0.973 0.483
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(Table 1) contd.....
Insulinopenia Insulin resistance Hyperinsulinisme
Level of Fasting Insulin Secretion 0 a10pU/ml 10 2 20pU/ml >20pU/ml P-value
N=53 (53%) N=30 (30%) N=17(17%)
Insulin/glycemia 10.79+7.54 24.06+14.86 62.2+42.3 0.000
Peptide C 0.1873+0.1754 1.1937+0.2571 3.405+1.744 0.000
Glycated hemoglobin (%) 7.593+1.152 7.699+1.033 7.677+1.200 0.908
HOMA-IR 1.458+1.607 2.357+1.577 5.247+3.759 0.000
B% 44.42+49.23 64.86+53.16 104.3+101.1 0.007
S% 95.75+41.48 48.95+12.65 23.83+8.49 0.000
BMI 29.873+4.949 31.04+6.70 29.53+7.01 0.609
Waist circumference (cm) 104.11+13.86 106.67+13.02 102.71+19.59 0.628
0, 0, 0,
Consanguinity T\Ieos 2295 ((;fo/f )) Yels3l (Z‘S/Z)A)) Yegs (85§‘:/Z)A)) 0.644
Heredity in diabetes ;ZS 2259 (( jg;f)) ;ZS 1128 éfg;f’)) ?’\fos 98 ((5437 ;f’)) 0.684
0, 0, 0,
Smoking Nodd (51%) No 25 (3290 No 13 (1690 0843
Triglycerides (mg/dl) 2.176+1.525 2.165+1.608 3.01242.307 0.183
Total Cholesterol (mg/dl) 1.8517+0.4724 1.6800+0.3814 1.9065+0.4085 0.142
HDL-Cholesterol (mg/dl) 0.4496+0.1518 0.4113+0.1213 0.3965+0.1069 0.265
LDL-Cholesterol (mg/dl) 1.0624+0.3732 0.9277+0.3212 0.9806+0.2580 0.213
Non HDL-Cholesterol (mg/dl) 1.4020+0.4771 1.2687+0.3879 1.510+0.438 0.183
Triglyceride /HDL (mg/dl) 5.530+4.807 5.544+4.265 8.45+7.71 0.119
CRP 5.481+3.226 10.87+34.23 4.471+1.231 0.384
Arterial ypertension SI{\;ZS ((7282‘%) )) ;{\I? ((82 (;);f )) ;]i)e ig(éoz/(?) 0.640
DBP (mmHg) 6.852+0.998 6.667+1.184 7.118+1.166 0.392
SBP (mmHg) 12.926+1.747 13.067+1.741 12.000+1.768 0.109

In multiple regressions, we included all data, and only
significant or significant parameters were kept in the models.

Multiple regression showed that HOMA-IR, BMI and
waist circumference were predictors for the insulin response
variable (P<0.05). However, if multiple regression is studied in
the three groups separately, it would be noted that in
insulinopenia, insulin secretion is significantly and positively
correlated with non-HDL-C (P=0.037), it is significantly and
positively correlated with LDL-C (P=0.042), but this binding is
not linear. In the case of insulin resistance, the parameters
significantly and positively related to insulinemia are SBP
(P=0.012), DBP (P=0.034) and HOMA-IR (P=0.040). Age
(p=0.002), non-HDL-C (P=0.007) and LDL-C (P=0.002) are
significantly and positively correlated with hyperinsulinism.

We kept the HOMA-IR variable, although it is not
significant in some models because its retention gives more
information.

Table 2. Results of multiple regression of the study
population.

Predictors Coeffients| Erreur Type | T |P-value
Constant 7.431 2.458 3.02] 0.003
HOMA-IR 1.7827 0.1970 9.05( 0.000
BMI -0.22971 0.08121 -2.83( 0.006
Waist circumference 8.4134 0.8646 9.731 0.000

S =4.29946 R carré = 78.0% R carré (ajust) = 77.2%.

The regression equation: insulin = 7.43 + 1.78 HOMA-IR -
0.230 BMI + 8.41 Waist circumference.
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In the study population, a strong positive linear
relationship was observed between insulin and HOMA-IR,
BMI, and waist circumference (P<0.05) (Table 2).

Table 3. Multiple regression results in patients with
insulinopenia.

Predictors |Coefficients Error Type T [P-value
Constant 4.386 1.220 3.60| 0.001
Non HDL-C| -2.729 1.272 -2.15] 0.037
LDL-C 3.436 1.642 2.09] 0.042
CRP 0.2224 0.1116 1.99] 0.052
HOMA-IR | 0.1248 0.2680 0.47] 0.644

S =2.49425 R carré = 17.7% R carré (ajust) = 11.0%.

In patients with insulinopenia (Table 3), insulin is
positively correlated to non-HDL-C, LDL-C (P<0.05), CRP .
But this binding is not linear.

Table 4. Results of multiple regression in insulinresistant
patients.

Predictors Coeffients Erreur Type T P-value
Constant 17.119 5.251 3.26 0.003
DBP 0.07523 0.03347 2.25 0.034
SBP -0.13990 0.05144 -2.72 0.012
HOMA-IR 0.7297 0.3363 2.17 0.040

S =.30902 R carré = 51.3% R carré (ajust) = 41.1%.

The regression equation: insulin = 17.1 - 0.140 DBP +
0.0752 SBP + 0.730 HOMA-IR.
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While insulin-resistance is positively related to SBP, DBP
and HOMA-IR (P<0.05) (Table 4).

Table 5. Results of multiple regression in patients with
hyperinsulinism.

Predictors |Coeffients Erreur Type T [P-value
Constant 63.79 11.96 5.33] 0.000
Age -0.7200 0.1839 -3.91| 0.002
Non HDL-C| -11.106 3.393 -3.27] 0.007
LDL-C 22.973 5.737 4.00| 0.002
HOMA-IR | -0.2838 0.3523 -0.81| 0.436

S =5.22344 R carré = 66.8% R carré (ajust) = 55.8%.

The regression equation: insulin = 63.8 - 0.720 age - 11.1
non HDL-C + 23.0 LDL-C - 0.284 HOMA-IR.

However, in Table 5, a strong positive linear binding can
be observed between insulin and age, non-HDL-C and LDL-C
(P<0.05) in patients with hyperinsulinism.

4. DISCUSSION

In the study population, the insufficiency of pancreatic
secretion resulting from a secretory failure appears to be 54%.
While 46% were insulin-resistant, 17% of them had an excess
of insulin >20 pU/1. These comparisons seem to have revealed
a lack of insulin production in type 2 diabetic patients in our
cohort. It should be added that the decrease in insulin
production is not due to apoptosis of beta cells in all cases, but
due to the inability to secrete insulin. Beta cells have, therefore,
lost the ability to respond to glucose, which is the stimulus [9].

It should be noted that 30% patients reported hyper-
glycemia with normal insulin levels. This indicated that there
was a component of insulin resistance that was already
acquired by these individuals. On the other hand, the rest of the
subjects produced an excess of insulin. Insulin resistance in
type 2 diabetes affects the liver and insulin-dependent
peripheral tissues (skeletal muscle and adipose tissue) [10].

A combined deficit was observed in 22% of the patients in
both the components, namely insulin sensitivity and secretory
function p.

The most significant effect of inbreeding, which can be
revealed in adults, is a higher prevalence of arterial hyper-
tension and hypercholesterolemia. This result is to be linked
with a lower homeostatic power of inbred individuals [11, 12].
However, inbreeding is not relevant to our study, even though
it is an inbreeding population. However, in a similar study in
the same study area, including non arterial hypertensive type 2
diabetics, inbreeding may be a risk factor for diabetes mellitus
[13].

However, the multiple regression analytical study showed
that HOMA-IR, BMI, waist circumference, triglycerides and
SBP were predictors for the insulinemia response variable
(p<0.05).

It was found that that all the parameters studied except for
HOMA-IR, B-cell mass and insulin sensitivity were signi-
ficantly different.

The HOMA method remains the most widely used and
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best-validated approach to study insulin sensitivity [14].

The HOMA-IR study revealed that the presence of insulin
resistance is correlated to the level of insulin secretion, unlike a
similar study conducted by a Tunisian team [15].

Insulin resistance and advanced age are well known [16].

There is an association between age and insulin resistance
in this study.

In a similar study, we find that abdominal obesity is
associated with an increased risk of insulin resistance, which
may contribute to dyslipidemia [17]. Similarly, overweight and
obesity are directly related to insulin resistance, making the
pancreas to permanently over-secret insulin [18].

Fat measurements are generally strongly related to insulin
concentrations [19].

It is also widely recognized that high triglyceride levels are
associated with insulin resistance components. Moreover,
cardiovascular disorders such as arterial hypertension,

are closely related to insulin secretion levels [20].
However, if multiple regression is studied in the three groups
separately, it can be noticed that in insulinopenia, insulin
secretion is positively and significantly correlated with non-
HDL-C. It is also significantly and positively correlated with
LDL-C. Impaired insulin secretion is accompanied by an
increase in non-HDL-C [21], in particular, an increase in the
fraction of LDL-C [22]. It is often found in the literature
review that HDL-C concentration is positively associated with
insulin sensitivity and inversely correlated with insulin
secretion [20].

Multiple regression also shows that SBP and DBP are
significantly related to insulin resistance. Our data suggest a
possible direct relationship between fasting insulin and blood
pressure. Arterial hypertension is associated with a significant
decrease in insulin sensitivity [23].

With regard to the inflammatory component CRP, its value
increases significantly in type 2 diabetes. It is both a diagnostic
factor and a poor prognostic factor. Abnormalities in insulin
sensitivity and secretion abnormalities are strongly related to
the increase in the number of acute inflammatory phase
proteins CRP, found in the plasma of patients with type 2
diabetes [24].

CONCLUSION

Serum insulin concentrations, correlated with lipid
parameters in type 2 diabetics, may reflect the imbalances of
these two metabolisms found in type 2 diabetic patients living
in the West of Algeria. The results obtained assume that the
alteration of insulin secretion is accompanied by an increase in
non-HDL-C and in particular an increase in the fraction of
LDL-C. Our results also suggest that type 2 diabetics with a
significant decrease in insulin sensitivity are at risk of
developing high blood pressure.
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Chapitre 6: Traitements antidiabétiques, obésité et risque de cancers chez

les patients atteints du diabéte de type 2

1. Introduction

Une des complications moins connue et controversée du diabete est la survenue de
cancers (Gariani et al., 2010; Schlienger, 2013). De nombreuses études et méta-analyses ont
mis en évidence une association entre le diabéte et la survenue de plusieurs types de cancers
en lien notamment avec 1’obésité, le surpoids (Vainio and Bianchini, 2002),
I’hyperinsulinisme, 1’hyperglycémie ou I’inflammation chronique (Gariani et al., 2010). De
plus, I’existence d’une insulinorésistance semble corrélée a une plus grande agressivité du
cancer et a une mortalité accrue (Godsland, 2010; Ma et al., 2008; Vigneri et al., 2009).

Les liens biologiques potentiels entre les deux maladies sont incomplétement compris.
De plus, des études observationnelles suggérent que certains médicaments utilisés pour traiter
I'nyperglycémie sont associés a un risque accru ou réduit de cancer (Giovannucci et al., 2010).

Dans de nombreux modéles de cancers, il a pu étre montré une surexpression de 2 a 6

fois des récepteurs de I’insuline par rapport a des cellules non cancéreuses (Frittitta et al.,
1993; Godsland, 2010).

Ainsi, il a été suggéré que 1’obésité et le surpoids combinée a la résistance a l'insuline
pourrait favoriser la cancérogenése (Giovannucci et al., 2010; Liu et al., 2012; Pisani, 2008).

L’objectif de cette étude était d’évaluer I’association entre le diabete et les cancers
ainsi que I’impact de I’utilisation des antidiabétiques oraux (metformine), de I’insuline et la
présence de I’HTA sur le risque de survenue des cancers.

2. Matériel et méthodes

L’étude analytique transversale comprenait 1220 patients répartis en deux groupes: des
diabétiques cancéreux, et diabétiques non cancéreux.

Le cancer du sein occupe la premiére position (40%) suivi du cancer du cblon
(33,34%), le cancer du poumon occupe un pourcentage non négligeable (20%) suivi du cancer
de I’estomac (6,66%). Considérés comme des cas 256 individus, et les diabétiques non
cancéreux considérés comme témoins 964 individus. Les participants étaient admis au niveau
du centre Hospitalo-universitaire de Tlemcen de Mars 2017 a Mars 2019.

Les données avaient été recueillies a partir du dépouillement des dossiers et d’un
questionnaire préétabli. Les parametres étudiés portaient sur 1’age, le sexe, le type de cancer,
les antécédents familiaux de diabéte ou de cancer, le degré de consanguinité, 1’obésité avait
été appréciée par le calcul de I'IMC et le type de traitement associé. Pour le diabéte la nature
du traitement a été notée: Les analogues de I’insuline lente (Glargine et détémir), les mélanges
d’insuline analogue rapide et d’insuline lente (Insuline aspartate protamine et insuline lispro
protamine), les insulines analogues rapides (insuline aspartate et insuline glulisine). Pour les
antidiabétiques oraux, la metformine.

Pour ’HTA essenticlle associée, les traitements rapportés etaient majoritairement:
Inhibiteur de I’enzyme de conversion en monothérapie.

Toutes les personnes ayant participé a cette recherche avaient été informées du but de
I’étude et leur consentement éclairé avait été obtenu.
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Cette étude avait été examinée et approuvée par le Comité d’Ethique et de
Déontologie de 1’Université de Tlemcen.

2.1. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyennexécart type et en pourcentage. Le test t de
Student avait été utilisé pour la comparaison des moyennes, et celui du Khi-deux pour la
comparaison des pourcentages.

Nous avions effectué des régressions logistiques binaires pour identifier les patients
diabétiques a risque de développer un cancer (cancer du sein, cancer du colon cancer du
poumon et cancer de I’estomac) a ’aide des facteurs mesurés (Nakache and Confais, 2003).
La variable de réponse est ici notée Y, qui dénombre les sujets diabétiques cancéreux (C) et
les témoins (T), (C) étant la valeur de référence.

Nous avions tracé les courbes ROC et calculé I’AUC pour déterminer les capacités
prévisionnelles des modéles logistiques formulés.  Les résultats étaient considérées
statistiquement significatifs a partir d’une valeur de p-value<0,05.

Les données avaient été exploitées a 1’aide du logiciel Minitab 16.

3. Résultats

Dans cette étude, 1220 sujets de I’extréme ouest Algérien, représentatifs de la
population générale des 35 a 70 ans sont colligés.

Les patients traités par la metformine en monothérapie représentait les (42%) le reste
des patients étaient traité a I’insuline sans aucunes associations médicamenteuse.

La moyenne de I'IMC des sujets diabétiques cancéreux est de 26,60+4,85 kg/m? versus
25,51+4,53 kg/m? chez les diabétiques non cancéreux.

L°HTA est plus fréquente chez les diabétiques cancéreux (60%) par rapport aux non
cancéreux (17,64%).

Concernant I’étude analytique les Tableaux 28 et 29 donne un résumé des facteurs
retenus effectivement dans le modéle logistique.

En tenant compte du facteur sexe dans le modéle logistique, les femmes sont dix sept
fois plus exposées aux cancers par rapport aux hommes (OR=17,26 ; 95% IC=2,88-103,45,
p<0,01).

Quant a I’étude sur le surpoids et 1’obésité estimée par un indice de masse corporel, il
apparait que les individus en surpoids ont un risque pratiquement cing fois plus élevé de
développer un des cancers par rapport aux sujets avec d’autres niveaux d’IMC (Normal et
obéese) (OR=4,81 ; 95% 1C=1,63-14,14, p<0,01).

En ce qui concerne les sujets hypertendus diabétiques ils sont pratiquement quatre
fois plus exposés aux cancers comparativement aux sujets normotendus (OR=3,82; 95%
1C=1,39-10,49, p<0,01).

Il est intéressant de noter que les sujets diabétiques traités par de I’insuline ont un
risque réduit de développer un cancer (OR=0,22 ; 95% 1C=0,07-0,67, p<0,01). Contrairement
aux sujets diabétiques traités par les antidiabétiques oraux, qui présentent un risque quatre
fois et demi plus élevé de développer un cancer (OR=4,61 ; 95% 1C=1,48-14,37, p<0,01) que
ceux traités par de I’insuline.
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La partie analytique a pour but la présentation deux modeéles de prédiction qui vise a
étayer les données actuelles qui semblent proposer que le diabéte augmente le risque de
survenue de plusieurs types de cancers. On se propose aussi d’évaluer I’impact des différents
traitements utilisés dans la prise en charge du DT2 et leurs risques potentiels dans la survenue
des cancers.

Le premier modele logistique effectue (Tableau 16) montre une association
statistiquement significative entre les cancers (sein, estomac, colon et poumon) d’une part et
le sexe, le surpoids, I’'HTA, le traitement par 1’insuline semble exercé trés peu ou pas d’effet
sur la survenue des cancers.

Tableau 16: Résultats de I'étude du modele de régression logistique.

Prédicteur Coefficients Z (Wald) p-value OR IC & 95%
Constante -4,64985 -4,46 0,0001
Sexe 2,84816 3,12 0,002 17,26 2,88-103,45
Surpoids 1,57004 2,85 0,004 4,81 1,63-14,14
HTA 1,34045 2,60 0,009 3,82 1,39-10,49
Insuline -1,52920 -2,64 0,008 0,22 0,07-0,67

OR: odds ratio, IC: intervalle de confiance, HTA: hypertension artérielle.

Le deuxieme modeéle logistique effectué (Tableau 17) montre une association
statistiquement significative entre les cancers (sein, estomac, colon et poumon) d’une part et
le sexe, le surpoids, I’HTA, le traitement par les antidiabétiques oraux semble associé a un
risque accru de ces types de cancer.

Tableau 17: Résultats de I'étude du modele de régression logistique.

Prédicteur Coefficients Z (Wald) p-value OR IC 4 95%
Constante -6,17905 -5,20 0,0001
Sexe 2,84816 3,12 0,002 17,26 2,88-103,45
Surpoids 1,57004 2,85 0,004 4,81 1,63-14,14
HTA 1,34045 2,60 0,009 3,82 1,39-10,49
Metformine 1,52920 2,64 0,008 4,61 1,48-14,37

OR: odds ratio, IC: intervalle de confiance, HTA: hypertension artérielle.
Les traitements semblent influencer de maniére divergente la survenue de cancer.

Le test d’adéquation de 1’ajustement par la méthode de Pearson, somme des carrés
d’écart, Hosmer-Lemeshow et par les deux méthodes de Brown (alternative générale et
alternative symétrique) acceptent le modele logistique avec une p-value supérieure a 0,05
(Tableau 18).
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Tableau 18: Tests d'adéquation de I'ajustement.

Meéthode Khideux DL p-value

Pearson 14,2240 23 0,920

Somme des carrés d'écart 17,4663 23 0,786

Hosmer-Lemeshow 2,8982 7 0,894
Brown:

Alternative générale 2,1157 2 0,347

Alternative symétrique 1,6413 1 0,200

DL: degré de liberté.

Pour les capacités prévisionnelles des deux modeles (Tableau 19). On note un
pourcentage trés fort de paires concordantes (86,2%). Le D de Somers, le Gamma de
Goodman-Kruskal et Tau-a de Kendall sont des résumés du tableau des paires concordantes et
discordantes. Les valeurs les plus élevées indiquent que le modéle a de meilleures capacités
de prévision. Dans notre cas les deux premiéres mesures valant 0,75 et 0,78 impliquent une
forte capacité de prévision. Le Tau-a de Kendall donne une capacité de prévision relativement
basse.

Tableau 19: Mesures d'association: (entre la variable de réponse et les prévisions de

probabilité).
Paires Nombre Pourcentage Mesures récapitulatives
Concordant 2870 86,2 D de Somers 0,75
Discordant 362 10,9 Gamma de Goodman- 0,78
Kruskal
Ex aequo 98 2,9 Tau a de Kendall 0,25

Total 3330 100,0

Dans le premier modéle nous obtenons (Figure 9): AUC=0,78, la valeur de I’AUC
nous a permis d’indiquer que ce modele logistique a une discrimination trés acceptable.

Alors que, dans le deuxieme modele (Figure 10): AUC=0,68, donc la discrimination
de ce modele est acceptable.
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Figure 9: Le premier modéle (insuline).
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Figure 10: Le deuxiéeme modéle (antidiabétiques oraux).
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Figure 11: Tracés de courbes: en noir: modeéle 1; en rouge: modéle 2.

4. Discussion

L’association entre le DT2 et le cancer (du sein, de I’estomac, du colon et du
poumon) apparait incontestable, une relation de causalité en faisant jouer un role essentiel, au
sexe, au surpoids a la présence de ’'HTA et aux traitements de I’hyperglycémie apparait lié
aux cancers dans notre population d’étude.

Il est bien établit que le cancer du sein est le plus fréquent des cancers féminins dans le
monde, il occupe ainsi le premier rang dans la plupart des pays. 1l représente 23% des cancers
de la femme et 10,9% de tous les cancers humains au monde (Ferlay et al., 2010).

De nombreuses études cliniques ont suggéré I'existence d'un lien entre le diabete et
une variété d'autres formes de cancers, y compris les cancers du sein (Michels et al., 2003),
colorectal (Hu et al., 1999) endométrial (Bray et al., 2005) et pancréatique (Bao et al., 2011,
Pothuraju et al., 2018).

Notre étude montre une association statistiquement significative entre le risque de
survenue du cancer chez les individus diabétiques de type 2, de sexe féminin, un risque
multiplié par 17 (OR=17,26 ; p=0,002).

Par ailleurs, la relation peut étre due, en tout ou en partie, au partage d'une relation
commune conditions prédisposantes, comme 1’obésité (Giovannucci et al., 2010). En fait, le
surpoids, et 1’obésité sont associés au risque de survenue du DT2 dans la population de
I’extréme ouest Algérien (Dali-Sahi et al., 2012). Ce risque est multiplié presque par 5 fois
(OR=4,81) et est tres significativement lié au cancer (p=0,004) dans les deux modeles.

Le lien entre HTA et cancer a fait I'objet de multiples études: il faut dire que ces deux
pathologies sont plus fréquentes avec 1’age (Largent et al., 2006).

Plusieurs éetudes ont discuté du risque de cancer du sein associé a l'utilisation a long
terme d’antihypertenseurs (Li et al., 2003).

Certaines etudes ont limite le risque aux hommes, tandis que d'autres ont démontré que
I'nypertension est également un facteur de risque de cancer chez les femmes (Battistoni et al.,
2019; Hamet et al., 1985).
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Dans notre étude, les cancers étudiés révelent une association statistiqguement
significative avec I’HTA, quelque soit le type d’hypoglycémiant utilisé. Ce risque se voit
multiplié par 4 pratiquement (OR=3,82 ; p=0,009) quand les diabétiques hypertendus sont
sous insuline. De méme ce risque se voit multiplié par deux et demi (OR=2,60 ; p=0,009)
quand les diabétiques hypertendus sont sous antidiabétiques oraux, tous sexes confondus.

Notre modele logistigue a également retenu de maniere significative les
antidiabétiques oraux en tant que facteur de risque de survenue des cancers chez les
diabétiques. Ce risque se voit multiplié par qutre et demi (OR=4,61 ; p=0,008). Tandis que le
traitement du diabéte par I’insuline semble sans effet dans la survenue des cancers dans notre
population d’étude (OR=0,22 ; p=0,008). L’insuline semble avoir plutot un effet protecteur.

Le risque potentiel accru de cancer associé aux médicaments antidiabétiques peut
résulter d'effets directs ou indirects sur I'insuline et les niveaux d'insuline circulante ou
d'autres mécanismes (Hemkens et al., 2009; Jonasson et al., 2009).

Toutefois, les données restent contradictoires (Banhegyi et al., 2010; Boyle, 2012). La
metformine, le traitement le plus couramment utilisé chez les personnes atteintes du DT2 peut
avoir un effet protecteur contre le cancer, peut étre en raison d'une réduction des taux de
glucose et d'insuline (Evans et al., 2005). Ce qui n’est pas le cas dans la présente étude.

5. Conclusion

Bien que les cancers et le diabéte aient de nombreux facteurs de risques en commun a
savoir 1’obésité et le surpoids ainsi que la présence de I’hypertension, notre étude cas témoins
suppose que le traitement a la metformine peut potentialiser la survenue des cancers.

La courbe ROC justifie que le modele logistique dispose d'une prévision de trés forte
capacité.
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Chapitre 7: Le catabolisme du tryptophane par I’indoleamine 2,3
dioxygénase 1 est un facteur de risque de I'infarctus du myocarde chez des

diabétiques de type 2
1. Introduction

Le Trp, un acide aminé essentiel, est catabolisé selon 2 voies: celle des kynurénines,
majoritaire et impliquée dans les cardiopathies, le processus inflammatoire et la
cancérogénese, et celle de la sérotonine, impliquée dans la dépression et les maladies
neurodégéneératives (Baumgartner et al., 2019; Veenstra-VanderWeele et al., 2000).

L’IDOL1 est I’enzyme responsable du catabolisme du Trp, en N-formylkynurénine,
conduisant a la production de métabolites derivés de la kynurénine (Kyn).

L'activité de cette enzyme clé, augmente proportionnellement a la taille des plaques
d'athérosclérose, facteur de risque cardiovasculaire (Niinisalo et al., 2008; Pertovaara et al.,
2007).

De plus, plusieurs molécules de cette voie possédent des concentrations qui varient
dans certains désordres cardiovasculaires (IDM, AVC, dysfonctionnement endothélial) et
métaboliques (insulinorésistance, obésite) (Song et al., 2017).

Jusqu’a présent, il était admis que I’IDO1 exercait des activités ayant des effets
immunosuppresseurs, notamment via I’induction de lymphocytes T (Mellor and Munn, 2004;
Puccetti and Grohmann, 2007). Cependant, des résultats publiés dans Cell Metabolism en
2015 (Metghalchi et al., 2015) ont montré que, contrairement a ce qui était attendu, quand
elle est surexprimée, elle précipite la survenue de troubles métaboliques. A savoir obésité ou
encore DT2.

Il existe donc une relation étroite entre le métabolisme du Trp et les risques
cardiovasculaires chez les diabétiques de type 2

L'objectif de ce travail vise a tester 1’hypothése selon laquelle ’activité de I'IDO1
exprimée par le ratio K/T joue un role pathogéne dans la survenue de 1’IDM chez les
diabétiques de type 2.

Les résultats de cette étude permettront de relier le catabolisme du Trp via la voie des
kynurénines avec le risque de survenue de I’IDM chez les diabétiques de type 2.

2. Matériel et Méthodes

Au niveau du Centre Hospitalo Universitaire de Tlemcen (Algérie), une étude
descriptive observationnelle a été menée d’Octobre 2017 a Octobre 2018. Cent vingt sujets
diabétiques de type 2 ont été recrutés. 58 patients ayant un antécédent d'IDM et 62 sans IDM
(atteints d’autres antécédents d’évenements cardiovasculaires). Un consentement éclairé écrit
de tous les patients, ainsi que ’approbation du comité d’éthique, ont été obtenus avant le
début de 1’étude. Un questionnaire a été administré a tous les participants. Il comprenait I'age
du patient, le sexe, le niveau d’instruction, la profession, le degré de consanguinité, la
consommation actuelle de tabac, le nombre d'années atteintes de DT2 et de MCV, et enfin les
antécédents familiaux connus de DT2 et de MCV.
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Le DT2 a été diagnostiqué sur la base d’une glycémie plasmatique, mesurée apres un
minimum de 8 heures de jelne, supérieure a 1,26 g/L ou 7,0 mmol/L, conformément a la
classification et au diagnostic du diabete de 1’ Association Américaine du Diabéte (ADA, 2018).

Les MCV ont été définies selon la classification de 1’Association Américaine de
Cardiologie (Austen et al., 1975).

Tous les individus ont été physiquement évalués au départ afin de saisir des mesures
anthropométriques de taille et de poids. La taille a été mesurée a l'aide d'un stadiometre en
position debout, les chaussures enlevées, les épaules relachées, la téte vers I'avant, avec une
précision de I’ordre de 0,05 m. Le poids a été mesuré avec un minimum de vétements, sur une
balance stable (SECA), avec une précision de 1’ordre de 0,1 kg. L'IMC a été calculé en
divisant le poids (kg) par le carré de la taille (m?).

Pour les analyses biochimiques, 5 mL de sang veineux ont été prélevés sur tube
hépariné apres un jelne d'au moins 12 heures. La glycémie, le cholestérol total, le HDL-C, le
LDL-C, les triglycérides, 1'urée et la créatinine ont été¢ dosés en utilisant les procedures
enzymatiques standards (recommandations SFBC ou IFCC) sur un automate Beckman CX7®
(Beckman-Coulter®, NY, Etats-Unis). Le plasma été congelé a - 80°C, en vue du dosage du
Trp et de la Kyn.

2.1. Détermination des concentrations plasmatiques de Trp et de Kyn

Les concentrations plasmatiques du Trp et de la Kyn ont été mesurées par
chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS) selon une méthode déja décrite (Schefold et al., 2009; Yamada et al., 2008). 50 uL
de sérum sont melangés et centrifugés (11800 tr/min, a + 4°C, pendant 8 min) aprés addition
de 50 pL d'acétonitrile, pour la précipitation des protéines, contenant du Trp D5 a 50 uM
(isotopes CDN, Pointe-Claire, Canada), comme étalon interne. 50 pL de surnageant sont
repris et ajoutés en vial a de I'eau désionisée (600 pL). 10 pL de ce mélange sont enfin
injectés dans un systeme UPLC®-MS/MS (Acquity TQ-XS Detector, Waters, Milford, Etats-
Unis) équipé d'une colonne CSH Phenyl-Hexy 12,1x100 mm-1,7 um (Waters, Milford, Etats-
Unis). Les modes positive electrosprayionization (ESI+) et Multiple Reaction Monitoring
(MRM) sont utilisés respectivement pour 1’ionisation et la détection de chaque transition des
molécules & quantifier. Le logiciel MassLinks (Waters) est utilisé pour l'acquisition et le
traitement des données.

2.2. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyennexécart-type et en pourcentage. Le test t de
student a été effectué pour la comparaison des moyennes. Le test du Khi-deux a été utilisé
pour la comparaison des pourcentages.

Une corrélation de pearson a été effectuée pour vérifier la liaison entre le ratio K/T et
I’ancienneté dans le DT2. Des régressions multiples ont été réalisees afin de tester la liaison
entre le ratio K/T et les autres parametres étudiés (sexe, age, IMC, consanguinité, ancienneté
dans le DT2, antécédents familiaux des MCV, antécédents médicaux personnels, PAS, PAD,
triglycéridémie, glycémie, cholestérolémie, urémie, créatininémie, concentrations
plasmatiques du Trp et de la Kyn). Le seuil de significativité a eté fixé a p<0,05.

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel Minitab 18.
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3. Résultats

Dans notre population d’étude (Tableau 20) il y a plus de femmes diabétiques de type

2 avec IDM (56,66%) que d’hommes. Sans que cette différence ne soit significative
(p=0,078).

La fréquence de la consanguinité dans notre population d’étude est de 30%. IL y a
plus d’individus diabétiques consanguins sans IDM (34,38%) que d’individus diabétiques
consanguins avec IDM (26,66%). Sans que pour autant cette différence ne soit significative.

La moyenne de I'IMC est de 27,19+3,96 Kg/m?, inscrivant la population d’étude dans
un contexte de surpoids mais sans obésité morbide.

La moyenne de la triglycéridémie chez les sujets diabétiques atteints de 1’IDM
(1,67+0,65 g/L) est significativement (p=0,034) plus élevée que celle des diabétiques non
atteints (1,27+0,80 g/L).

La concentration plasmatique moyenne de Trp de notre population est de 55251668
nM, elle est significativement différente (p=0,0001) en fonction du sexe, ou Les hommes
présentent une concentration moyenne de Trp (63071774 nM) plus élevée que celle des
femmes (4744+1563 nM).

Les patients sans IDM présentent une concentration moyenne du Trp (605811653 nM)
significativement (p=0,015) plus élevée que celle de la concentration moyenne du Trp chez
les patients avec IDM (4992+1683 nM).

De méme la concentration plasmatique moyenne de la Kyn chez les sujets atteints de
I’IDM (4768+1986 nM) est significativement (p=0,007) plus élevée que celle chez les patients
sans IDM (3539+1460 nM).

La moyenne de I’activité de I’IDO1 exprimée par K/T (x100), est significativement
(p=0,008) plus élevée chez les sujets diabétiques atteints d’IDM (10,48+4,84) que les sujets
diabétiques non atteints (6,85+5,51) (Tableau 20).

Les moyennes et les pourcentages des variables age, sexe, IMC, consanguinité, tabac,
antécédents familiaux des MCV, ancienneté dans le DT2, glycémie, cholestérol, urée,
créatinine, ne différent pas selon la présence ou absence de I’'TDM (p>0,05).
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Tableau 20: Caracteristiques anthropométriques, cliniques et biologiques de la population

étudiée.

Parametres Po?(;Jtﬁ';ion IDM (n=58) Si?}iég)lvl p-value
Age (ans) 62,3+12,6 64,3+11,3 60,5+13,7 0,247
Sexe (%)

Hommes 55 43,33 65,62
Femmes 45 56,66 34,38 0078
IMC 27,19+3,96 27,11+3,95 27,28+4,06 0,868
Consanguinité (%o) 30 26,66 34,38 0,511
Tabac (%) 35 33,33 37,5 0,732
A”tédceéfﬁ;‘gﬁr;giaux 53,33 53,33 53,13 0,087
Anciennete dans le 11,03+9,96 13,4+11,2 8,67+8,72 0,140

DT2 (ans)

Glycémie (g/L) 2,64+0,97 2,71+0,95 2,62+0,99 0,736
Triglycéridémie (g/L) 1,47+0,72 1,67+0,65 1,27+0,80 0,034
Cholestérolémie (g/L) 1,58+0,40 1,55+0,39 1,61+0,41 0,532

Urémie (g/L) 0,34+0,20 0,34+0,18 0,34+0,22 0,921
Créatininémie (mg/L) 10,31+3,14 10,41+3,15 11,204£3,12 0,320
Trp (NM) 5525+1668 4992+1683 60581653 0,015

Kyn (nM) 415441723 476811986 3539+1460 0,007

K/T (x100) 8,6615,17 10,48+4,84 6,85+5,51 0,008

mmHg: millimétre de mercure, g/L: gramme/litre, mg/L: milligramme/litre, nM:

nanomolaire.

Evalués par le sexe la concentration du Trp circulant, le niveau de la Kyn et I’activité
de I’'IDOI consignés dans le tableau suivant (Tableau 21), montre que tous les patients
hommes avec IDM avaient un Trp significativement (p=0,003) plus bas que les hommes DT2
sans antécédent d’IDM. Pour les femmes cette différence est la méme mais elle est non
significative. La concentration plasmatique de la Kyn augmente significativement (p<0,01)
chez les patients avec IDM de deux sexe que ceux sans IDM, I’activité¢ de I’IDO1 exprimée
par K/T (x100) est significativement élevée chez les sujets atteints de I'IDM de sexe
masculin par rapport aux hommes sans IDM (p=0,0001).
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Tableau 21: Distribution des paramétres de catabolisme du Trp selon le sexe.

Parameétres IDM (n=58) Sans IDM (n=62) p-value
Trp (nM)
Hommes 5814+2169 6799+1380 0,003
Femmes 4525+1251 4963+1875 0,138
Kyn (nM)
Hommes 4914+2084 3476+1009 0,0001
Femmes 4710+1879 351741921 0,001
K/T (x100)
Hommes 9,79+6,41 5,21+3,81 0,0001
Femmes 10,69+3,18 8,93+7,29 0,092

nM: nanomolaire.

Dans notre population, Dactivité de I'IDOI1, exprimée par K/T (x100), est
positivement corrélée a I’ancienneté dans le DT2 (Figure 12) avec un coefficient de
corrélation (r) égal a 0,439 et une p-value égale a 0,0001.

25

20

K/T (x100)

0 5 10 15 20 25 30 35
Ancienneté dans le DT2 (ans)

Figure 12: Corrélation entre l'activité de I'lDO1 exprimée par K/T (x100) et I'ancienneté dans
le DT2 chez la population étudiée.

De méme I’étude de liaison par régression multiple montre dans la population étudiée,
I’activité de I’'IDO1 exprimée par K/T (x100) est significativement (p<0,05) et linéairement,
tres fortement liée a la concentration plasmatique du Trp et a la concentration plasmatique de
la Kyn ainsi qu’au cholestérol total (Tableau 22), avec un coefficient de détermination (R?)
égal a 90,3%. L’équation de régression:

K/T (x100) = 8,54 - 0,000173 Trp (nM) + 0,00207 Kyn (nM) - 0,384 Glycémie (g/L) + 1,33
Cholestérol total (g/L).
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Tableau 22: Reésultats de la régression multiple chez la population totale.

Prédicteur Coefficients ECrorszirci?%sé p-value
Constante 8,538 1,672 0,0001

Trp (nM) -0,00017261 0,00001399 0,0001

Kyn (nM) 0,0020697 0,0001286 0,0001
Glycémie (g/L) -0,3840 0,2492 0,129
Cholestérol total (g/L) 1,3275 0,5743 0,024

nM: nanomolaire, g/L: gramme/litre.

Les régressions multiples dans les deux groupes de patients (diabétiques de type 2
avec IDM et sans IDM) montrent que ’activité de ’IDO1 exprimée par K/T (x100) des
patients diabétiques de type 2 atteints de I’'IDM est significativement (p<0,05) et linéairement,
trés fortement (R?=91%) liée a la concentration plasmatique du Trp et & la concentration
plasmatique de la Kyn, a la glycémie et au cholestérol total (Tableau 23). L’équation de
régression est: K/T (x100) = 9,08 - 0,000186 Trp (nM) + 0,00192 Kyn (nM) - 0,758
Glycémie (g/L) + 2,33 Cholestérol total (g/L).

Tableau 23: Résultats de la régression multiple chez les patients diabétiques de type 2 avec

IDM.
Prédicteur Coefficients Igrorzfljircil?%z p-value
Constante 9,078 2,190 0,0001
Trp (nM) -0,00018644 0,00002029 0,0001
Kyn (nM) 0,0019206 0,0001534 0,0001
Glycémie (g/L) -0,7580 0,3652 0,048
Cholestérol total (g/L) 2,3250 0,7583 0,005

nM: nanomolaire, g/L: gramme/litre.

Chez les patients diabétiques de type 2 sans IDM (Tableau 24), I’activité de I’'IDO1
exprimée par K/T (x100) est corrélée de facon significative (p<0,05) et linéaire tres forte
(R?=93%) uniquement avec les concentrations plasmatiques du Trp et de la Kyn. L’équation
de régression est:

K/T (x100) = 8,46 - 0,000178 Trp (nM) + 0,00261 Kyn (nM) - 0,035 Glycémie (g/L) + 0,006
Cholestérol total (g/L).
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Tableau 24: Résultats de la régression multiple chez les patients diabétiques de type 2 sans

IDM.
Prédicteur Coefficients é: rorzfl]:irci?;; p-value
Constante 8,457 2,140 0,001
Trp (nM) -0,00017800 0,00001814 0,0001
Kyn (nM) 0,0026144 0,0001982 0,0001
Glycémie (g/L) -0,0346 0,2922 0,907
Cholestérol total (g/L) 0,0065 0,7156 0,993

nM: nanomolaire, g/L: gramme/litre.

4. Discussion

Dans la littérature, il y a treés peu d’études qui ont évalué Pactivité¢ de I’'IDO1 chez
des patients diabétiques de type 2 atteints d’IDM (Rebnord et al., 2017). Notre étude rapporte
les premicres données sur I’évaluation de I’activité¢ de ’'IDO1 comme prédicteur d’un IDM
associée aux facteurs de risques classiques (age, sexe, IMC, consanguinité, tabac, antécédents
familiaux des MCV, ancienneté dans le DT2, glycémie, cholestérol total, triglycéride, urée et
créatinine).

Dans notre population d’étude il y a plus de femmes diabétiques de type 2 avec
IDM que d’hommes. Elles présentent aussi une concentration de Trp circulent inferieur a
celle des hommes.

Selon les recommandations Frangaise, la concentration moyenne de Trp dans le sang
est de 5000 a 6000 nM (Favennec, 2015). Cela montre que la concentration plasmatique
moyenne de Trp de notre population est dans les normes, avec une différence significative
(p=0,0001) selon sexe. La concentration moyenne de Trp des hommes est plus élevée que
celle des femmes. Des études précédentes retrouvent des résultats similaire aux notres
(Niinisalo et al., 2008; Ulvik et al., 2020).

Ces ¢études plaident aussi en faveur d’une concentration de Trp circulant chez les
femmes diabétiques inférieure a celle des hommes (Niinisalo et al., 2008; Ulvik et al., 2020).
Notamment chez les femmes ménopausées agées de plus de 55 ans (Onesti et al., 2019). Une
diminution dans la concentration du Trp circulant peut prédire la mortalité chez des
individus atteints de pathologies cardiovasculaires (Murr et al., 2015).

De plus les femmes diabétiques perdent leur protection naturelle vis-a-vis des
complications cardiovasculaires (Schramm et al., 2008).

On note aussi que l'activité de I'IDO1 est plus élevée chez les femmes diabétiques de
notre ¢tude. Cependant d’autres études ne rapporte pas de différences concernant I’activité de
I’IDO1 selon le sexe (Niinisalo et al., 2008; Pertovaara et al., 2007). On suppose que nos
résultats pourraient plaider en faveur d’une implication de D’activité de 1I’'IDO1 dans la
survenue de I’IDM chez les DT2 et particuliérement chez la femme.
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Les patients diabétiques atteints d’IDM ont une concentration plasmatique moyenne
de la Kyn significativement élevée (p=0,007) par rapport aux diabétiques sans antécédents
d’IDM. Les sujets de sexe masculin présentent une concentration moyenne de la Kyn plus
élevée que les femmes selon des études précédentes (Niinisalo et al., 2008; Pertovaara et al.,
2007).

Les résultats de nos dosages montrent que 1’activité de I’IDO1 exprimée par le rapport
K/T est significativement plus élevée chez les diabétiques de type 2 avec IDM par rapport aux
diabétiques de type 2 sans IDM.

On note qu’au cours du DT2, le rapport K/T qui refléte 1’activité enzymatique de
I’IDO1 est retrouvé associé a I’augmentation de la résistance a 1’insuline qui est aussi lié au
risque cardiovasculaire (Yu et al., 2018), ce rapport est plus élevé chez les patients atteints de
maladies coronariennes (Ozkan et al., 2014; Swardfager et al., 2009) et d’angine de la poitrine
(Pedersen et al., 2011), cela suggere que le rapport K/T est un prédicteur d’événements
coronariens y compris a I’IDM (Eussen et al., 2015; Sulo et al., 2013).

Nos résultats montrent que l'activité de I’IDO1, exprimée par le ratio K/T (x100), est
corrélée de fagon significative a I’ancienneté dans le DT2.

Dans, de nombreuses études une expression nettement plus élevée de l'activité de
I'IDO1 a été observée chez les diabétiques de type 2 par rapport aux témoins sains, plus
particulierement chez les patients diabétiques avec rétinopathie (Hussain, 2017; Munipally et
al., 2011).

Les résultats de notre étude sont en faveur d’un role potenticl de la voie des
kynurénines dans la survenue de I’'IDM chez les DT2 enquétés.

L’étude analytique par régressions multiples effectuées sur les données de la
population totale ainsi que celles des sujets de deux groupes (diabétiques de type 2 atteints de
I’IDM et diabétiques de type 2 non atteints de I’IDM) séparément a montré que de la
concentration plasmatique du Trp et celle de la Kyn représentent les principaux facteurs liés a
la variable réponse, a savoir I’activité de I’IDO1 exprimée par le rapport K/T (x100) chez les
patients de deux groupes, alors que le rapport K/T (x100) est associé a la la glycémie et au
cholestérol total chez les patients diabétiques de type 2 atteints d’IDM.

Cela peut expliquer une éventuelle interaction entre la concentration plasmatique du
Trp, celle de la Kyn, la glycémie et le cholestérol total qui affecte I’activité enzymatique de
I’IDO1 chez les sujets diabétiques de type 2 atteints d’IDM.

Les résultats de Wang et ces collaborateurs rapportent une association positive entre
la concentration plasmatique de Trp et I’incidence du DT2 (Wang et al., 2011), cependant elle
est inversement associée au risque des pathologies cardiovasculaires (Yu et al., 2017).

Dans un modeéle statistique ajusté sur glycémie, la concentration de Trp est

positivement associée au DT2, peut étre en raison de [’effet de la glycémie sur I’activité de
I’'IDO1 (Murr et al., 2015).

Par contre, Niinisalo et al ont montré que le rapport K/T est négativement corrélé au
cholestérol total chez les hommes diabétiques avec maladie cardiovasculaire (Niinisalo et al.,
2008).

Evaluer par le bilan lipidique la moyenne des triglycérides chez les patients
diabétiques atteints de d’IDM est significativement (p=0,034) plus élevée que celle des
patients diabéetiques sans IDM. Dans d’autres populations les moyennes des triglycérides
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étaient plus élevées chez les hommes que les femmes (Niinisalo et al., 2008; Pertovaara et al.,
2007).

5. Conclusion

Nos résultats montrent que l'activité de I’'IDO1, exprimée par le ratio K/T (x100) est
corrélée de fagon significative a 1’ancienneté dans le DT2.

L’étude analytique par régressions multiples montre que de la concentration
plasmatique du Trp et celle de la Kyn représentent les principaux facteurs liés a I’activité de
I’IDO1 exprimée par le rapport K/T (x100) chez les tous patients diabétiques de type 2 de
notre étude. Alors que le rapport K/T (x100) est associé a la la glycémie et au cholestérol
total chez les patients diabétiques de type 2 atteints d’IDM.
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Chapitre 8: Approche génétique pour I’identification de polymorphisme
rs35099072 du géne de ’'IDO1 prédisposant au risque cardiovasculaire chez

des diabétiques de type 2 de I’extréme ouest Algérien
1. Introduction

L’une des complications du DT2 est la survenue des pathologies cardiovasculaires
(Largay, 2012). Plusieurs études antérieurs ont démontré que les métabolites résultent de la
voie des Kynurénines sont associés au DT2 (Ahmadou and JOHA, 2015; Koopmans et al.,
2009) et aux pathologies cardiovasculaires (Eussen et al., 2015; Ozkan et al., 2014).

L’IDOI1 est I’enzyme clé de la voie de Kynurénines, 1’activité de cette enzyme
exprimée par le ratio K/T est corrélée au risque du DT2 ainsi qu’aux risque des MCV
(Balkau, 1996; Swardfager et al., 2009).

L’enzyme IDOI c’est une protéine de 45 KDa, elle comporte 403 acides aminés. Le
géne qui est code situé sur le bras court du chromosome 2 (région 8p11.21) (Méandi and
Vécsei, 2012).

Les altérations génétiques qui affectent le géne de I’IDO1 ont été trouvées associées
principalement a certaines pathologies (Boros et al., 2018).

Parmi les variants génétiques du géne IDO1 est le single nucleotide polymorphism
(SNP) C4325T de I’exon 3 (rs35099072), c’est une mutation fau sens ou l’acide aminé
Arginine en position 77 est changé par de I’Histidine (Arefayene et al., 2009).

Cette modification structurale touche I’activité enzymatique de 1’IDO1 (Boros et al.,
2018), et donc les concentrations de Trp et celle de la Kyn.

Trés rares ou inexistantes sont les études qui ont explorées ce polymorphisme dans le
DT2 et dans les MCV

Dans une étude antérieure, Nous avons étudié 1’activité enzymatique de I’IDO1 chez
des patients diabétiques de type 2 associant une cardiopathie, ici 1’association de
polymorphisme rs35099072 de I’IDO1 a été analysé chez cette population.

2. Matériel et Méthodes

Nous avons inclus 48 sujets diabétiques de type 2 associant des cardiopathies (IDM et
d’autres maladies coronariennes: AVC, embolies pulmonaires) et 48 témoins dans notre étude
cas témoins. Les sujets de cette étude ont été recrutés au niveau du Centre Hospitalo
Universitaire de Tlemcen dans la période allant d’Octobre 2017 a Octobre 2018. Aprés avoir
un consentement éclairé et I’approbation du comité d’éthique, un questionnaire comprenait
I'age du patient, le sexe, I'IMC, le niveau d’instruction, la profession, le degré de
consanguinite, la consommation actuelle de tabac, ’ancienneté dans le DT2 et dans les MCV,
et enfin les antécédents familiaux connus de DT2 et de pathologies cardiovasculaires a été
administré a tous les participants. Les mesures physiques (poids et taille ont été pris au départ
a I’aide d’un salinométre et une balance stable.

Les patients ont été diagnostiqué en temps que diabétiques de type 2 conformément
aux critéres de classification et de diagnostic de 1’Association Américaine du Diabéte (ADA,
2018).
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Le diagnostique des MCV a été effectuee selon la classification de 1’ Association Américaine
de Cardiologie (Austen et al., 1975).

Cing mL de sang ont été prélevés sur des tubes héparinés apres un jeune de 12 heures
au minimum et réservés pour les analyses biochimiques. La glycémie, le cholestérol total, le
HDL-C, le LDL-C, les triglycérides, ’'urée et la créatinine ont été dosés en utilisant les
proceédures enzymatiques standards (recommandations SFBC ou IFCC) sur un automate
Beckman CX7® (Beckman-Coulter®, NY, Etats-Unis).

2.1. Génotypage

L’ADN génomique a été extrait a partir de 5 mL de sang total prélevé sur des tubes
EDTA en utilisant la technique de NaCl (salting out) (Miller et al., 1988). Le polymorphisme
rs35099072 de I’IDOI1 localisé dans le site de restriction de 1’enzyme Hae Il (Takara Bio
Europe S.A.S. SD2869) a été recherché par la technique PCR-RFLP. L’amplification a été
réalisée dans une concentration de MgCI2 égale a 2 mM commence par une dénaturation
initiale @ 95° C pendant 3 min suivie par 30 cycle de: dénaturation a 95° C pendant 30 sec,
hybridation a 51° C durant 30 sec et elongation a 72° pendant 30 sec, et finalement une
élongation finale a 72° C qui dure 5 min. la séquence des amorces utilisée est: I’amorce sens
(5> AGAGTAGTCAGGAGGATT 3°) alors que 1’amorce  anti-sens (5’
TGCATGATGCAGTTATAATGC 3°). La conception des séquences des amorces utilisées a
été basée sur une étude précédente (Tardito et al., 2013).

2.2. Analyses statistiques

Les données ont été analysées sur le logiciel SPSS pour Windows (version 23.0).

Les moyennes et les écarts type des variables quantitatives dans les deux groupes ont
été calculés et comparés par le test t de student. Les pourcentages des paramétres qualitatifs
ont été calculés et comparés entre les deux groupes par le test Khi-deux.

Une valeur de p-value inferieur & 0,05 a été considérée significative.

3. Résultats

L’age de notre population varie entre 39 et 90 ans. Les sujets diabétiques avec
maladies coronariennes (AVC et embolies pulmonaires) sont majoritaires (58,33%) que les
sujets diabétiques atteints de I’'IDM (41,66%). L’age moyen de la révélation du DT2 est de
51,65£10,91 ans, et celui de la révélation des MCV est de 60,81+9,15 ans.

L’essentiel des caractéristiques anthropométriques et cliniques de la population étudiee
sont présentées dans le tableau 25. Dans notre population, le pourcentage des sujets de sexe
masculin est de 76,5% et celui des patientes est de 23,5%, par contre chez les ttmoins 88,2%
sont des femmes et 11,8% sont des hommes, cette différence est statistiquement significative
(p=0,0001). La moyenne de I’'IMC est significativement (p=0,033) élevée chez les patients
diabétiques avec cardiopathie (27,71+3,52 kg/m?) que les témoins (24,58+4,58 kg/m?). Le
groupe des patients comporte un pourcentage tres élevé de fumeurs (52,9%) par rapport aux
témoins (11,8%) avec p-value égale a 0,010.

Pour les autres parameétres: 1’age, la consanguinité, les antécédents familiaux du
diabéte, 1’alcool, la PAS et la PAD, aucune différence significative n’a été observée (p>0,05).
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Tableau 25: Données anthropométriques et cliniques de la population étudiée.

Parametres Patients (n=48) Témoins (n=48) p-value
Age (ans) 62,30+12,80 58,00+9,94 0,283
Sexe (%)

Hommes 76,5 11,8
Femmes 23,5 88,2 0.0001
IMC (Kg/m?) 27,71+3,52 24,58+4,58 0,033
Consanguinité (%) 35,3 35,3 1,000
Antécédents Familiaux (%o) 52,9 47,1 0,732
Tabagisme (%) 52,9 11,8 0,010
Alcool (%) 17,6 0 0,070
PAS (mmHg) 126,47+14,97 120,00+14,58 0,211
PAD (mmHg) 77,65+ 8,31 74,11+13,71 0,371

mmHg: millimétre de mercure.

Les caractéristiques biochimiques sont données dans le tableau 26. Les sujets
diabétiques ont une moyenne de glycémie (2,23+1,07 g/L) significativement plus élevée
(p=0,001) que les témoins (1,18+0,56 g/L). De méme, on remarque une augmentation de
facon significative (p=0,017) de la moyenne de 1’urée chez les patients (0,56+0,32 g/L)
comparativement aux témoins (0,33+0,21 g/L).

Les moyennes des lipides sanguins (triglycéride, cholestérol total, HDL-C et LDL-C)
et de la créatinine chez sujets atteints est celles chez les sujets sains sont pratiqguement égales
(p>0,05).
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Tableau 26: Caracteristiques biochimiques de la population étudiée.

Parameétres Patients (n=48) Témoins (n=48) p-value
Triglycéride (g/L) 1,32+0,65 1,14+0 ,48 0,372
Glycémie (g/L) 2,23+1,07 1,18+0,56 0,001
Cholestérol total (g/L) 1,91+0,40 1,67+0 ,41 0,093
HDL-C (g/L) 0,36+0,073 0,40+0,10 0,256
LDL-C (g/L) 1,17+0,38 1,18+0,35 0,967
Urée (g/L) 0,56+0,329/I 0,33+0,21 0,017
Créatinine (mg/L) 11,37+3,41 10,29+7,54 0,593

g/L: gramme/litre, mg/L: milligramme.

3.1. Le polymorphisme rs35099072 du géne de I’'IDO1
3.1.1. Résultats de la PCR

Apres optimisation, le contréle de la PCR a révélé une qualité relativement bonne ainsi
qu’une spécificité d’amplification pour le polymorphisme étudié¢ au niveau de puit contenant
le produit de la PCR avec une concentration de MgCI2 égale & 2 mM (Figure 13). L’ADN
d’un témoin a été utilisé.

La figure 13 montre le profil électrophorétique du produit de la PCR apres
optimisation.
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- La taille de
Sens de migration I’amplicon
électrophorétique est de 712 pb

4

Figure 13: Profil de migration électrophorétique des produits de PCR.

M: marqueur de taille.

1 mM: [MgCI2]=1 mM.
1,5 mM: [MgCI2]=1,5 mM.
2 mM: [MgCl2]=2 mM.

3.1.2. Digestion enzymatique

Apres la digestion enzymatique un seul profil de migration sur gel d’agarose 2% a été
obtenu (Figure 14). C’est le profil homozygote sauvage CC avec deux bandes de 176 et 536
pb.
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Figure 14: Profil de migration électrophorétique sur gel d'agarose 2% apres digestion
enzymatique par Hae I1.

M: marqueur de taille.
P: patients.
T: témoins.

3.2. Fréquences alléliques et génotypiques

Les fréquences alléliques et la distribution génotypique sont données dans le tableau
27.

Deux alléles caractérisent le polymorphisme rs35099072 de I’'IDO1: I’alléle sauvage C
(présence de site de restriction) de fréquences de 100% chez les patients diabétiques avec
cardiopathie ainsi que chez les témoins, et 1’allele muté (absence de site de restriction)
totalement absent (0%) chez la population étudiée.

Un seul genotype CC avec une fréquence de 100% chez les patients et chez les
témoins. Cependant, une absence totale avec 0% des fréquences des deux autres génotypes
(CT et TT) chez les patients comme chez les témoins.
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Tableau 27: Distribution génotypique et fréquences alléliques du polymorphisme rs35099072
du gene de I''DO1.

Fréquences génotypiques Fréquences alléliques
CC (%) CT (%) TT (%) C T
Patients (n=48) 100 0 0 1 0
Témoins (nN=48) 100 0 0 1 0

4. Discussion

Des facteurs de risque environnementaux et génétique interviennent dans la
pathogénese de DT2 ainsi que celle des MCV, ce qui rentre ces deux pathologies dans le
groupe des maladies multifactorielles.

Parmi ces facteurs on retrouve le métabolisme de Trp, il a été bien établi 1’association
entre un groupe de dérivés de Trp et quelques enzymes intervenant dans ce métabolisme
d’une part et le DT2 et les maladies cardiovasculaires d’autre part (Song et al., 2017).

Dans notre population, le rapport K/T est associé a 1’ancienneté dans le DT2, a la
glycémie et au cholestérol total.

Pour confirmer ou infirmer cette association, nous avons étudié le polymorphisme
rs35099072 de I’'IDOL.

Le choix de ce polymorphisme est basé sur son potentiel de réduction des propriétés
fonctionnelle de I’enzyme IDO1 (Arefayene et al., 2009).

D’autres variants de ce geéne ont été étudié au cours d’une autre forme de diabéte
(diabéte de type 1) (Orabona et al., 2018) et dans une classe des pathologie cardiovasculaires
(AVC) (Wigner et al., 2019).

Quant au DT2 et maladies cardiovasculaires, notre contribution se veut de rapporter
des données non encore enregistrées sur ce polymorphisme.

Nos résultats montrent une absence totale de I’alléle muté T aussi bien chez les
patients diabétiques avec cardiopathies (0%) que chez les témoins (0%), et donc une
dominance totale de 1’all¢le sauvage C dans notre population.

Les études précédentes de polymorphisme rs35099072 de I’IDO1 mais sur d’autres
pathologies avaient montré également la rareté de cet alléle. Dans une étude realisee sur 277
patients brésiliens atteints de I’hépatite C, la fréquence de 1’allele muté T chez les patients
traités par de I’INF-a plus la ribavirine est de 0%, alors que celle chez les patients non traités
par de I’INF-a plus la ribavirine est de 0,5% (Galvéo-de Almeida et al., 2011).
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De plus, le polymorphisme rs35099072 de I’IDOI1 n’était pas détecter chez une
population Italienne composée de 31 sujets atteints de la sclérose en plaque et 37 témoins
(Tardito et al., 2013).

Sur 734 patients américains atteints de la maladie de crohn et 354 témoins, la
fréquence de I’allele muté T est 0,14% et 0% chez les patients et chez les témoins
respectivement (Lee et al., 2014).

L’absence totale de 1’alléle muté T dans notre population nous a permet d’infirmer
I’association probable entre ce polymorphisme et la survenue du DT2 ainsi que les MCV.

Dans 1’étude de Galvao de Almeida et ces collaborateurs, le polymorphisme
1s35099072 de I'IDO1 n’est pas associ¢ (p=1,000) au traitement par de I'INF-a plus la
ribavirine chez les patients atteints d’hépatite C (Galvao-de Almeida et al., 2011).

Similaires a nos résultats et a cause de I’absence de polymorphisme rs35099072 de
I’IDO1 chez la population Italienne, aucune association n’a ¢été observé entre ce
polymorphisme et la sclérose en plaque (Tardito et al., 2013).

Cependant, Lee et al ont montré I’association de ce polymorphisme a la diminution de
I’activité enzymatique de I’'IDO1 chez les patients atteints de maladie de crohn (Lee et al.,
2014).

La particularité commune entre le DT2 et de pathologies cardiovasculaires d’une part
et ’hépatite C, la sclérose en plaque et la maladie de crohn est I’existence d’un processus
inflammatoire.

Le manque de I’alléle muté T chez notre population nous a empéché de calculer 1’odd
ratio et donc d’estimer le risque de la survenue du DT?2 et des pathologies cardiovasculaires
chez les individus porteur de cet allele.

5. Conclusion

Notre étude montre que le polymorphisme rs35099072 du geéne de I'IDO1 n’est pas
associé au DT2 et aux MCV. L’allele T est totalement absent aussi bien chez les patients que
chez les témoins dans la population de I’ouest Algérien. Pour confirmer nos résultats, d’autres
études a grande échelle sont nécessaires.
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1. Discussion générale

Médiatisé a I’extréme depuis pres de quatre décennies, le diabéte rassemble sous une
méme appellation une constellation d’anomalies clinicobiologiques, mineures lorsqu’elles
sont considérées individuellement, mais signifiantes en termes de risque cardiovasculaire
lorsqu’elles sont associées.

Le devoir du biologiste est de s’investir dans 1’¢laboration de mod¢les de médecine
predictive. Par chance cela est particulierement possible. Son action se déploie, notamment,
grace a I’acquisition massive de données biologiques, comportementales et sociologiques,
permettant d’établir des prédictions sur la base d’informations génétiques et
environnementales.

Mais pour ce faire nous devons désormais, disposer d’informations populationnelles,
afin que nous puissions proposer des modeles de prédictions qui nous donneront la
possibilité d’identifier les prédispositions au diabéte avant 1’apparition des signes cliniques
et de considérer le risque cardiovasculaires ou autres lorsqu’ils sont associés.

Le diabéte entraine des complications graves a long terme, pouvant survenir apres
plusieurs années  de déséquilibre glycémique. La maladie prédispose en effet a
I’athérosclérose, a I’origine d’IDM, d’AVC et au cancer. Il peut aussi participer a une
neurodégéneérescence.

Il existe une importante variabilité clinique, biologique et génétique des individus et
de leur forme de diabéte.

Les études génétiques démontrent qu’il est extrémement rare que le DT2 soit di a la
mutation d’un seul geéne.

Développer un modele de prédiction simple de diagnostic du DT2 basé sur les
différents aspects biologiques permet d’améliorer les performances de prédictions et de
diagnostique du diabete dans nos populations de I’extréme ouest Algérien.

Dans le débat en cours, autour du DT2 dans I’extréme ouest algérien, le défi est
d’identifier les facteurs susceptibles d’étre impliqués dans le diagnostic est le pronostic, du
DT2 cela par le biais, d’analyses multivariees.

L’objectif principal de cette modeste recherche est d’explorer et d’exploiter cette
variabilité. Les variables intégrées dans les modeles sont a I’issue d’un raisonnement
biologique clinique, épidémiologique et génétique incluant les particularités culturelles,
historique et géographique ainsi que les facteurs qui font 1’originalité de nos populations de
I’ouest Algérien.

Les différents chapitres sont consacrés a 1’étude des déréglements biologiques
aboutissant au DT2. La population testée est un échantillon représentatif, non biaisé,
quantitativement suffisant.

Au regard des résultats obtenus, nous avons pu révéler le profil hématologique,
génetique et metabolique des diabétiques de type 2 de 1’ouest Algérien associant ou non des
cardiopathies.

Trois pathologies ont été retrouvées associées au DT2 dans notre population, les
MCV (I'IDM, les embolies pulmonaires et les AVC) occupent la premiére place avec une
fréquence de 19,45%, suivi I’HTA et les cancers (du sein, d’estomac, de colon et celui de
poumon) avec des fréquences de 15,52%, 13,42% respectivement.
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La disparité géographique montre que la région de Maghnia regroupe le pourcentage
le plus élevé des sujets diabétiques de type 2 (39,13%), par contre les patients issus de la
région de Sebdou ne représentent que 4,87% de la population étudiée. Pour cela 1’¢tude de la
régression logistique indique que la région de Maghnia est la zone la plus exposés au DT2
contrairement aux deux autres régions (Sidi Djilali, Ghazaouet et Sebdou).

La moyenne d’adge des patients diabétiques de notre population d’étude est de
60,59+12,47, avec une dominance féminine (65,50%), le modele logistique montre aussi un
risque élevé du DT2 chez le sexe féminin plutét que le sexe masculin.

L’histoire familiale du diabéte et des MCV nous a permit d’expliquer I’implication du
facteur hérédité du diabete chez la population étudiée.

La fréquence des antécédents familiaux du diabéte dans notre population est de
43,18%, alors que celle des antécédents familiaux des MCV est 24,95%, les résultats de la
régression logistique indique également que le risque d’exposition au DT2 est plus élevé chez
les sujets qui ont des antécédents familiaux du diabéte et des pathologies cardiovasculaires.

Pour le niveau d’instruction, les sujets analphabétes représentent pratiquement la
moitié (52,63%) de notre population diabétique, ces sujets présentent un risque accru de
développement du DT2, par contre, ceux qui ont niveau secondaire et plus sont moins
exposés au DT2.

Concernant le statut marital, la grande majorité de notre population diabétique sont des
mariés, nos resultats montrent que les mariés et les veufs sont plus exposés au DT2.

Concernant 1’évaluation des principaux facteurs de risque hématologiques associés au DT2,
nos résultats ont montré une association statistiquement significative entre le DT2 d’une part
et la glycémie, 1’age, les basophiles, le VGM, la CCMH, les plaquettes et la vitesse de
sédimentation d’autre part.

Le risque d’exposition au DT2 chez les sujets qui présentent une hyperglycémie était
de 226,37 fois plus élevée par rapport aux sujets avec un taux de glycémie normal, les sujets
de la tranche d’age [50-61 ans] étaient deux fois plus exposeés au DT2 que les sujets agés au
dessous de 50 ans, le risque d’exposition au DT2 chez les sujets agés de plus de 61 ans était
le double par rapport aux sujets de la tranche d’age [50-61 ans].

L’¢tude a montré également que des niveaux élevés de basophiles, CCMH et vitesse
de sédimentation augmente le risque de la survenue du DT2 de 1’ordre de deux fois, six fois
et demi et huit fois respectivement, cependant un faible taux de plaquettes augmente cing fois
le risque d’exposition au DT2.

Les indices hématologiques permettent d’évaluer les variations dans la taille, le
nombre et la maturité des différentes composantes sanguine, les anomalies dans les indices
hématologiques comportant les globules rouges, les globules blancs et les plaquettes ont été
observées au cours du DT2 (Gkrania-Klotsas et al., 2010; Kakouros et al., 2011).

Nous nous sommes proposés dans ce méme ordre d’idée de déterminer le profil
lipidique spécifique, caractérisé par une augmentation dans les concentrations des
triglycerides, du cholestérol total et du LDL- C.

Nous avons aussi Vérifié si le non HDL-C peut contribuer au développement du DT2,
cette étude a montré que les sujets avec des niveaux trés élevés de non HDL-C (non HDL-
C>1,90 g/L) étaient deux fois plus exposés au DT2 que les sujets qui avaient des niveaux de
non HDL-C entre 1,60 g/L et 1,90 g/L.
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Par contre les sujets qui avaient présenté des niveaux de non HDL-C proche de 1’idéal
(1,30 g/L<non HDL-C<1,60 g/L) étaient moins exposés au DT2, cela montre qu’une élévation
dans le taux du non HDL-C était un facteur de risque du DT2 dans notre population.

Le non HDL-C augmente d’une maniére trés significative chez les patients diabétiques
de type 2 (Contreras et al., 2010; Zabeen et al., 2012)

On note également lors de cette exploration que, la consanguinité augmente le risque
du DT2 de ’ordre de 1,71.

Concernant 1’age, les sujets de la tranche d’age [60-70 ans] avaient un risque multiplié
par deux de développer le DT2 que les sujets agés de moins de 60 ans, de méme les sujets
agés de 71 ans et plus avaient un risque d’exposition au DT2 deux fois plus élevé par rapport
a la tranche d’age [60-70 ans].

Dans cet ordre d’idée, nous avons évalué¢ I’impact du non HDL-C dans la survenue
des MCYV chez la population diabétique de type 2.

Nous avons pu montrer qu’un niveau de non HDL-C proche de 1’idéal (1,30 g/L<non
HDL-C<1,60 g/L) diminue le risque des MCV et du DT2, cependant un taux élevé de non-
HDL-C (1,60 g/L<non HDL-C<1,90 g/L) augmente cinq fois ce risque.

La plupart des études précédentes ont mis en évidence le réle du non HDL-C comme
prédicteur majeur de risque cardiovasculaire chez les populations diabétiques (Eliasson et al.,
2013; Pischon et al., 2005; Zeng et al., 2014).

Les résultats de cette étude fournissent également des données concernant le
tabagisme. Ce dernier est un facteur de risque principal des MCV ou les diabétiques fumeurs
avaient présenté un risque multiplié par 19, 27 de développer une cardiopathie.

On note aussi que la consanguinité reste un facteur de risque des MCV essentiel
dans notre population, les sujets qui avaient un ou des parents apparentés avaient un risque
d’exposition aux MCV et au DT2 trois fois et demi plus élevé par rapport aux sujets issus des
mariages non consanguins.

Les patients des deux tranches d’age [60-70 ans] et [>71 ans] sont pratiquement deux
fois plus exposés aux MCV et au DT2 comparativement aux patients des deux tranches d’age
[<60 ans] et [60-70 ans] respectivement.

Concernant [’évaluation du risque cardiovasculaire absolu dans la population
diabétique de ’extréme ouest Algérien, les résultats obtenus peuvent étre considerés comme
le point de départ d’une enquéte épidémiologique prospective cardiovasculaire.

Nous avons pour cet effet étudié¢ I’intérét du dosage de I’insuline et les fractions
lipidiques dans le risque de I’HTA chez les diabétiques de type 2. 1l ressort que 53% de notre
population avaient présenté une insulinopénie, alors que 30% étaient insulinorésistants et 17%
¢taient hyperinsulinismes. Notre étude analytique a montré que le niveau d’insuline chez notre
population était lié au HOMA-IR, IMC et au tour de taille.

Similaire a notre résultat, la position de ’HOMA-IR et I’obésité comme révélateurs de
I’insulinoréssistane est bien connue (Abdesselem et al., 2018; Wang et al., 2017).

L’¢tude analytique a été effectué¢e en fonction des niveaux de sécrétion de 1’insuline
c'est-a-dire dans les trois groupes, le niveau d’insuline chez patients avec une insulinopénie
était lié au non HDL-C et au LDL-C, chez les insulinorésistants le taux d’insuline était 1ié a la
PAS, PAD et au HOMA-IR, dans le troisieme groupe (hyperinsulinisme) on note une trés
forte liaison entre le niveau de sécrétion de 1’insuline et 1’age, le non HDL-C et le LDL-C.
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L’insuline par son action sur métabolisme des lipides (Verges, 2001) augmente le non
HDL-C (Slama and Picard, 2003) et particulierement la fraction du LDL-C (Magis et al.,
2002).

Les niveaux élevés de I’insuline peuvent contribuer au développement d’une HTA
(Chiasson et al., 2003; Suematsu et al., 1999).

Aucune donnée ¢épidémiologique exhaustive n’existe concernant les patients
diabétiques a risques de cancers (sein, colon, estomac et poumon), ni sur ’estimation de
I’effet des traitements du diabéte sur le risque du cancer.

Il ressort de notre étude que le surpoids et ’'HTA augmente le risque de la survenue
des cancers (sein, colon, estomac et poumon) de 1’ordre de cinq et quatre fois respectivement.
Cependant nous avons révélé des effets apposés des antidiabétiques oraux et de I’insuline sur
la survenue du cancer chez les diabétiques de type 2, le premier traitement est retenu en tant
que facteur de risque alors que le deuxieme traitement exerce un effet protecteur, cela reste
complétement différent a la bibliographie documenteée.

L’age, I'utilisation des antihypotenseurs pour une durée assez longue et les
perturbations hormonales chez la femme sont en cause de ’association du caner a ’'HTA
(Battistoni et al., 2019; Largent et al., 2006; Li et al., 2003).

Le risque de cancer associé aux traitements antidiabétiques peut étre expliqué par les
niveaux et la signalisation de I’insuline (Escribano et al., 2017; Giovannucci et al., 2010).

Nous avons eu la chance de décrypter 1’équilibre complexe qui existe entre le
métabolisme du Trp et le risque de survenue du DT2 ainsi que des pathologies
cardiovasculaires associées grice a une collaboration avec une équipe de 1’Unité
Fonctionnelle de Toxicologie de CHU de Lille.

Cette collaboration révéle que la concentration plasmatique moyenne du Trp de notre
population est dans les normes. La concentration moyenne de Trp chez les hommes est
significativement plus élevée que celle des femmes.

La voie des Kynunrénines est considérée maintenant comme un acteur majeur de la
physiopathologie des maladies inflammatiores chroniques. Le DT2 est aussi associé a une
activation chronique de I'immunité innée qui installe une inflammation chronique a bas bruit
au niveau des Tlots pancréatiques.

Les cellules béta pancréatiques représentent un nouveau tissu au sein duquel la voie
des kynurénines pourrait agir.

Dans la premiere partie, nous avons évalué le taux de I'expression de I'enzyme IDO1
chez les diabétiques de type 2 avec risque D’ IDM.

On note que l'activité de I'IDO1 est plus élevée chez les femmes diabétiques. On
suppose que nos résultats pourraient plaider en faveur d’une implication de I’activité de
I’IDO1 dans la survenue de I’IDM chez les DT2 et particuliérement chez la femme.

Les patients diabétiques atteints d’IDM ont une concentration plasmatique moyenne
de la Kyn significativement élevée par rapport aux diabétiques non atteints de I’TDM.

Nos résultats montrent que l'activité de I’IDO1 est corrélée de fagon significative a
I’ancienneté dans le DT2, I'IDO1 est surexprimé au cours du diabeéte et de ces
complications (Hussain, 2017; Munipally et al., 2011).

L’étude analytique par régressions multiples effectuées sur I’ensemble des diabétiques
de type 2 atteints d’IDM et non atteint a montré que de la concentration plasmatique du Trp
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et celle de la Kyn représentent les principaux facteurs liés a 1’activité de I’IDO1 exprimée par
le rapport K/T (x100) chez les patients de deux groupes. Cependant 1’activité de I’IDO1 chez
les patients diabétiques de type 2 atteints d’IDM est liée a la glycémie et au cholestérol total.

Cela peut expliquer une éventuelle interaction entre la concentration plasmatique du
Trp, celle de la Kyn, de la glycémie et le cholestérol total qui augmente I’activité
enzymatique de I’'IDOI1 chez les sujets diabétiques de type 2 atteints d’IDM.

Le Trp circulant s’associé positivement avec le DT2 (Wang et al.,, 2011) et
négativement avec les pathologies cardiovasculaires (Yu et al., 2017).  Cependant, le taux
circulant des Kyn circulante est associé de fagon négative avec le DT2 (Ho et al., 2016) et
d’une maniére positive avec I’événement coronarien (Lund et al., 2020).

Il est important de noté que la glycémie peut affecter I’activité de I’'IDO1 (Murr et al.,
2015), comme le cholestérol est inversement li¢ a I’activité de cette enzyme (Niinisalo et al.,
2008).

Nous avons aussi évalué les facteurs classiques de risque de survenue de I’IDM chez
les diabétiques de type 2.

Le bilan lipidique montre que la moyenne des triglycérides chez les patients
diabétiques atteints d’IDM est significativement plus élevée chez ces patients. Ce résultats est
similaire a celui retrouvé dans 1’é¢tude de Pertovaara et al (Pertovaara et al., 2007).

Nous avons étudié Iactivité enzymatique de I’IDO1 chez des patients diabétiques de
type 2 associant une cardiopathie, ici I’association de SNP rs35099072 a été analysé chez
cette population dans le laboratoire de génétique humaine de la faculté de médecine de Tunis
El Manar.

Enfin, le polymorphisme rs35099072 peut altérer 1’activité enzymatique de 1I’IDO1
nous avons analysé et testé 1’association génétique de ce polymorphisme dans une population
diabétique de type 2 avec pathologies cardiovasculaires de 1’extréme ouest Algérien.

L’allele muté T est completement absent, tendis qu'une dominance totale de 1’alléle
sauvage C chez la population génotypée pour ce SNP.

Nos résultats montrent une absence totale de 1’allele muté T aussi bien chez les
patients diabétiques avec cardiopathies (0%) que chez les témoins (0%), et donc une
dominance totale de 1’all¢le sauvage C dans notre population.

La bibliographie montre que ce polymorphisme est trés rare (Galvdo-de Almeida et al.,
2011; Lee et al., 2014) ou inexistant (Tardito et al., 2013).

L’absence totale de 1’allele muté T dans notre population nous a permit d’infirmer
I’association probable entre ce polymorphisme et la survenue du DT2 ainsi que les MCV.
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2. Conclusion et perspectives

Les complications du DT2 ne cessent de se développer parallelement avec la
progression de la pathologie.

L’enquéte menée durant le travail de thése au niveau des cinq régions de la Wilaya de
Tlemcen (Ghazaouet, Maghnia, Tlemcen, Sebdou et Sidi Djilali) nous a permis de confirmer
ou d’infirmer 1’association de certains facteurs de risque classiques et d’autres biomarqueurs
chez des sujets diabétiques de type 2 avec ou sans pathologies cardiovasculaires de 1’ouest
Algérien.

Des facteurs démographiques, anthropométriques, socioculturelles ainsi que 1’histoire
familiale du diabéte et celle des pathologies cardiovasculaires peuvent étre impliqués dans
I’apparition du DT2.

Le profil hématologique des diabétiques de type 2 donne une association des
basophiles, de VGM, de CCMH, des plaquettes et de la vitesse de sedimentation a une heure.

Sur le plan métabolique, Le non HDL-C est facteur de risque puissant pour la
survenue du DT2, comme il contribue aussi a 1’association entre le DT2 et les pathologies
cardiovasculaires.

L’augmentation de non HDL-C et en particulier la fraction LDL-C résulte de
I’altération de la sécrétion de I’insuline, d’autre part, nous avons pu conclure que les
diabétiques de type 2 qui associent une baisse significative de la sensibilité a 1’insuline, sont
a risque de développer I’HTA.

L’évaluation de I’impact du traitement antidiabétique sur le risque du cancer chez le
sujet diabétique de type 2 suppose que le traitement a la metformine peut potentialiser la
survenue du cancer.

Nous avons pu déterminer la concentration plasmatique de Trp et celle de la Kyn et
par la suite nous évalué I’activité enzymatique de I’'IDO1. L’activité de I'IDO1 est associ¢ a la
glycémie et au cholestérol total chez les patients diabétiques de type 2 atteints d’IDM.

La caractérisation génétique de I’IDO1 montre une absence totale de 1’alléle muté T et
donc le polymorphisme rs35099072 n’est pas associé¢ au DT2 et aux MCV.

L’ensemble des résultats obtenus doivent étre confirmé sur d’autres populations a
large échelle.

Notre étude rapporte des résultats qui sert a mieux comprendre le profil
hématologique, métabolique et génétique des diabétiques de type 2 avec ou sans pathologies
cardiovasculaires de I’ouest Algérien.

Les modeéles statistiques établis offrent une meilleure prédiction du DT2 et des MCV
associees.

Nous devons par la suite explorer d’autres acteurs intervenant dans les variations
hématologiques, dans le métabolisme lipidique ainsi que dans le métabolisme des acides
aminés au regard du Trp.

Les dysbioses peuvent aussi faire 1’objet d’investigation dans notre population. Les
déséquilibres du microbiote intestinal pourraient constituer une bonne emprinte. Le screening
du microbiote intestinal a I’interface de I’alimentation peut dégager de bons résultats.

Nous pourons corréler ’activité du microbiote et notamment son implication dans la
mise en place de la résistance a I’insuline pour établir un modele de prédiction.
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Vérifier aussi D’impact des traitements antidiabétiques actuels comme les
antidiabétiques oraux et I’insuline sur 1’équilibre de la flore intestinale.

C’est pourquoi, le ciblage direct du microbiote apparait comme une nouvelle piste de
recherche.

Il existe aussi un diabete moins bien documenté aussi bien sur le plan national
qu’international, il s’agit du dépistage et du diagnostic du diabéte gestationnel vu son
retentissement maternel et foetal. Il serait intéressant de faire une analyse des criteres
diagnostiques et pronostiques, a 1’aide des nouvelles données populationnelles.
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Questionnaire
Parametres anthropométriques
[0 10 e 5] <) 110 1o B
AL ans
Sexe: o Masculin 0 Féminin
Poids:.....oooiiiiiii Kg Taille:.......cooevviiiin. .o m IMC:................... Kg/m2
Tour de taille:............... m Tour de hanche:.............. m
PAS . mmHg PAD:... ... mmH(g

Parameétres anthropo-sociologiques

Niveau d’instruction : o0 Analphabéte o Primaire o Secondaire o Universitaire
Activité professionnelle: O Sans profession 0 Avec profession 0 Retraité

Type d’Habitat : o Individuel o Collectif

Situation familiale: o Marié o Célibataire o Autre

ATCD personnel

Cardiopathie :

HTA: oOui oNon Diabéte: o Oui o Non

Dyslipidémie: © Oui o Non

Consanguinité : ler degré oo Oui o Non 2éme degré o Oui o Non

Facteurs de risque

HTA: ©Oui oNon Diabéte: oo Oui o Non
Dyslipidémie: © Oui o Non Obésité: oOui oNon
Tabac: o Oui o Non Alcool: o Oui o Non ATCD Familiaux;: o Oui o Non

Examen Biochimique

Troponine:........................ Asat (TGO) :............... Alat (TGP):.............

Myoglobine:...................... LDH:..ooiiiiiiin CKMB:.........oee.
Glycémie:..........ooovviiniinnn, Créatinine:.................. Urée:....oovvvvvvnnnnnnn.
Cholestérol total:.................. Triglycérides :.............. CRP:cooeiiii
HDL cholestérol.................. LDL cholestérol :..........

Traitement: o Oui o Non



Annexe

Formulaire de consentement
République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de I'Enseignement Superieur et de la Recherche Scientifique

Université Abou-Bekr-Belkaid Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la

Terre de I’Univers

Département de biologie

Madame, Monsieur,

Vous participez a un projet de recherche sur le diabéte de type 2 et ses facteurs de
risque sur la santé. Dans le cadre de ce projet, un prélévement d’échantillonsde sang est
proposé. Le volume de ce prélevement est de 5 ml de sang.

La conservation de vos échantillons de sang s'effectuera dans des conditions strictes de
confidentialité des données médicales sans que votre nom, votre prénom ou d'autres données
directement nominatives ne soient transmises avec le prélévement.

Conformément a la loi du 6juillet 1992 portant code de la déontologie médicale. Le
protocole est lu est approuvé par le conseil régionale de déontologie médicale.

Apreés avoir lu cette information et pu poser toutes les questions que je jugeais utiles
aumédecin qui me suit.

J’accepte qu'un prélévement de sang soit effectué conformément aux objectifs et aux
méthodes décrits ci-dessus.

Prénom et nom du patient: Date:
TP PP TP PPPPRPP Signature:
e e Signature:

Un exemplaire original signé de ce formulaire de consentement doit étre conserve par
le patient.
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