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Résumé

L’intérét de ce travail permettra d’élaborer une méthodologie basée sur ’analyse des
marqueurs génétiques au cours du diabéte de type 1 (HLA DR3/DR4) chez I’enfant dans les
populations de I’extréme ouest Algérien et I'important avant tout est de pouvoir dépister les
sujets a haut risque genétique avec une meilleure exactitude car le caractére polygénique de la
maladie complique les recherches dans ce domaine.

Les données épidémiologiques recueillies (gradient géographique, la consanguinité,
I’hérédité liée au diabéte de type 2 dans nombreux cas, les maladies virales de la petite enfance)
laissent supposer que des facteurs environnementaux joueraient un réle important dans le
déclenchement et la progression du processus auto-immunitaire. Ces facteurs ne sont pas
parfaitement reconnus mais certaines pistes existent néanmoins en ce qui concerne les
populations de I’extréme ouest Algérien.

Les facteurs de risque environnementaux identifiés sont les antécédents familiaux au
DT1, au DT2, les antécédents d’infection aux virus de la varicelle et de la rougeole. Notre
recherche in silico a dévoilé un mimétisme moléculaire des épitopes de la glycoprotéine « gE »
de la varicelle, I’hémagglutinine de la rougeole et la protéine humaine Hsp60 et qui ont la
capacité de se lier aux molécules HLADR3/DR4 et déclencher la différenciation des LThO en
Thl et Th2 qui initient la destruction des cellules B pancréatiques. Par conséquent, la présence
d’anticorps anti-Hsp60 peut étre inclue parmi les anticorps a dépister lors du diagnostic du DT1
dans notre population.

Quant a la sévéritée liée au DT1, les patients sont souvent exposés a des complications
macrovasculaires.

Dans notre démarche méthodologique nous nous sommes intéressés a 1’étude du profil
hématologique. On note une élévation du nombre des éosinophiles et des globules blancs qui
sont significativement associés aux sujets diabétiques. Ce qui explique le risque encouru par
nos patients. Risque significativement associ¢ a 1’augmentation du nombre de monocytes, du
volume plaquettaire moyen et la vitesse de sédimentation a 1 heure et la diminution de
I’hématocrite et du nombre de plaquettes chez les diabétiques.

Quant au bilan lipidique, il révéle une élévation du taux de triglycéride et de cholestérol
total qui sont significativement associés aux complications macrovasculaires auquel s’ajoute le
surpoids et 1’obésité (p<0.05). Les résultats de notre étude analytique suggerent que la durée du
diabete supérieur a 10 ans et un taux élevé des triglycérides constituent des facteurs de risque
des complications macrovasculaires.

Mots clés : diabete de type 1, extréme ouest Algérien, HLA DR3/DR4, monts de Tlemcen,
antécédents familiaux au diabete, gE, hémagglutinine, Hsp60, mimétisme moléculaire,
complications macrovasculaires, paramétres hématologiques, paramétres lipidiques, surpoids,
obesité, durée du diabete.



Abstract
The interest of this work which will allow the elaboration of a methodology based on
the analysis of genetic markers during type 1 diabetes mellitus (HLA DR3/DR4) for children
in the populations of the Algerian extreme west and the importance above all is to be able to
detect subjects at high genetic risk with a better accuracy because the polygenic character of
the disease complicates the research in this field.

The epidemiological data collected (geographical gradient, consanguinity, heredity
related to type 2 diabetes in many cases, viral diseases in early childhood) suggest that
environmental factors play an important role in the initiation and progression of the
autoimmune process. These factors are not perfectly recognized but some leads exist
nevertheless with regard to the populations of the Algerian extreme west.

The environmental risk factors identified are family history of TLDM, T2DM, history
of varicella and measles virus infection. Our in silico research revealed a molecular mimicry
of epitopes of the varicella glycoprotein "gE", measles hemagglutinin and the human protein
Hsp60 and which have the ability to bind to HLADR3/DR4 molecules and trigger the
differentiation of LTho into Thi1 and Th2 which initiate pancreatic p-cell destruction.
Therefore, the presence of anti-Hsp60 antibodies can be included among the antibodies to be
screened at the diagnosis of TLDM in our population.

As for the severity of T1DM, patients are often exposed to macrovascular
complications.

In our methodological approach we were interested in the study of the haematological
profile. We note an increase in the number of eosinophils and white blood cells which are
significantly associated with diabetic subjects. This explains the risk incurred by our
patients. Risk significantly associated with increased monocyte count, mean platelet volume
and sedimentation rate at 1 hour and decreased hematocrit and platelet count in diabetics.

As for the lipid profile, it reveals an elevation of the triglyceride and total cholesterol
levels which are significantly associated with macrovascular complications to which is
added overweight and obesity (p<0.05). The results of our analytical study suggest that the
duration of diabetes higher than 10 years and an elevated triglyceride level constitute risk
factors for macrovascular complications.

Key words: type 1 diabetes mellitus, extreme west Algeria, HLA DR3/DR4, Tlemcen
mountains, family history of diabetes, gE, hemagglutinin, Hsp60, molecular mimicry,
macrovascular complications, hematological parameters, lipid parameters, overweight,
obesity, duration of diabetes.



wdlall

HLA DR3/DR4  4siall ciland sl Julad e Gl Gyngia y shad 48l i ) jll 03gy alaiay)

Ozl (alai) (and e 5 jaill Liay) i Lalfia | a1 ol S Juikl ie | ¢ 5l e 5 Sl (2 p Aliall o L
il 138 8 Canll diad (o pall el Saneiall Aagadall Y @lld 5 ¢ Juadl 38y lle 4155 Hhala]

e S (82 g il (e (g Sl (i yay Adag yall 4310 ¢ Al ¢ 1 jrall z Hall) Lgman a5 A A o) ULl s

A deliall ddas ey (8 Laga 1550 candi Al ol sl of (A il Al pa 8 JEIU s 5l (gial 5aY) 5 ¢ VLS
Gt el S 3l e e A Gk 2a 55 D e 5 43l V) e JalS S Ly b fine e Jal gall o2 55 W sk

BTN
5 ol s e Al S g 58 s 1 st oSl i yad el el b Laans o5 1 id) sl Jal e
Avasll g i

HSP6 sl (pisall s Ananl cpisislalam 5 colall (goan sl QB Com A da 8Slae o sSulaud) 3 Uil i
3,0l agoal i Th2, Th1 - 1 ThO e jéssy, HLA DR3/DR4A  ©ljme blisY) e sl gl il
sie Lgand by ) soladl abal gan HSPE 1 3alias pluad sy asl €0 ¢ @l (ol U BLIA e e
Liadina (8 1¢ 5l o Sl a yay gl

¢ Ui Jabaia 8 5 5l 4y gal) de 53 ial jel Cilieliaal amsal) i ey Le W« [ sill (o s Sl im o 530 Anasilly
e g Ual 5l Jagi 5 il eliand) aall LA 5 cilimeal) dae 353l ) @llia () sy adll (S 55 Jaad 4y Lialia) Ui f
paa L gia g ¢ s gl LA aae 0 5y S JSG Hllall badi 5 Ul je e Hhaall dale asa s judy Ll 5 Sl

Lal Sl (oam 3 (5] 4 gl ilial) sae gy S ilasgdl A (alisil 5 as) 5 delu (A s il Jana 5 4 seall ilial)
lieliaey € JSG Calad jall S J g sl oS0 20N G saall (5 slse (8830 e S adld ¢ g saall o)) 5l Al
P<0.05 gl e e

ClieLndd jlad Jal so LN ¢ saall gl gl 5 i 10 G0 ST (5 Sl i 5 820 O ) At 1 Uil
5l 4 el due ) yial al

sl Bl )l (adi Jua HLADR3/DR4 il jall o (ol ¢ | & il (e (5 Sl s dpalibal) cilalst)
e ey gall ailiadllc 4 gaall Lo V) clicline 3 3all alsill - gE <Hemagglutinin <Hsp60 < <.l

L;)S....J\ e B Aaadl) cu‘)_,ﬂ BJLU ‘u)szﬂ\



Production scientifiques

1. Publications
1.1. Article

FZ_ Meziane, M. Dali-Sahi, N. Dennouni- Medjati, H. Boulenouar, Y. Kachekouche,
Y.Benslama, Y. Harek. Molecular mimicry between varicella, measles virus and Hsp60 in
type 1 diabetes associated HLA-DR3/DR4 molecules. Diabetes & Metabolic Syndrome:
Clinical Research & Reviews 2020; 14:1783-17809.

Y.Benslama, N. Dennouni- Medjati, M. Dali-Sahi, EZ._Meziane, Y. Harek. Childhood type 1
diabetes mellitus and risk factor of interactions between dietary cow's milk intake and HLA-
DR3/DR4 genotype. Journal of Biomolecular Structure and Dynamics 2021;1-9.

2. Communications internationales.

EZ. Meziane, A. Bahar, M. Dali-Sahi, N. Dennouni- Medjati, Y. Benslama (2018) : Analyse
du statut en vitamine E chez les diabétiques de typel. Journées francophones de la
nutrition. 28-30 Novembre, Nice (France).

EZ._Meziane, M. Dali-Sahi, N. Dennouni- Medjati, Y. Harek (2019) : Impact de ’apport en
vitamine A et calcium sur I’indice de masse corporelle des diabétiques de type 1. Journées
francophones de la nutrition. 27-29 Novembre, Rennes (France).

EZ._Meziane, M. Dali-Sahi, N. Dennouni- Medjati, Y. Benslama, Y.Harek (2020) : Anémie
au cours de la grossesse chez les femmes diabétiques et la mort feetale intra-utérine. Congres
annuel de la SFD, 8 au 11 septembre2020, Bruxelles (Belgique).

EZ._Meziane , M.Dali-Sahi , N. Medjati-Dennouni , Y. Benslama, Y.Harek (2020). Facteurs
environnementaux et risque du diabéte de type 1 dans la population de I’extréme Ouest
Algérien. 3éme congres international BIOTECH 2020, 27 au 29 février, Fes (Maroc).

3. Communications nationales.

EZ._Meziane, M.Dali-Sahi, Y. Benslama, N. Dennouni-Medjati, (2018) : Intéréts
méthodologiques de 1’analyse des marqueurs génétiques au cours du diabete de type 1 (HLA
DR3/DR4) chez I’enfant dans les populations de I’extréme ouest Algérien. Doctoriales
SNV2018. 08 Décembre, Tlemcen (Algérie).

EZ. Meziane, M.Dali-Sahi, N. Dennouni-Medjati, A.Bahar, Y.Harek (2019) :Statut en
vitamine C des diabétiques de type 1. 3EME SEMINAIRE NATIONAL BIOLOGIE & SANTE
(3EME SNBS 2019).07 Décembre, Sidi Bel-Abbés (Algérie).



Liste des figures
Matériel et Méthodes
Figure 1.Principe de la méthode de génotypage par sondes Tagman (AppliedBiosystems) ..18

Figure 2.Capture d’écran de résultats obtenus sur le logiciel Bio-Rad CFX Manager 3.1 pour
le génotypage par sondes Tagman d’un SNP ........cccccoiiiiiiiie i e 19



Liste des tableaux

Résultats et Discussion : Chapitre 1

Tableau 1. Les variables propres a la description de I’échantillon.............cccccovevveiivrennnnn. 29
Tableau 2. Les variables servant & I’analyse COMPArative ............cccooveeiienieneeneenesees 31
Tableau 3. Les parametres du bilan gluCidiqUe..........ccocveveiiiiiiiieiecce e 32
Tableau 4. Les paramétres du bilan lipidique des cas et des témoins............cccoceviereinnnnn 33
Tableau 5. Les parametres du bilan lipidique des diabétiques avec et sans complications
MACTOVASCUIAINES . ... eee e eeiiee ettt et e et e e e e et e e e nrt e e e asteeesnteeesnteeeanseeeanneneas 34
Tableau 6. Paramétres hématologiques assoCi€s au DT L ........cccoovveviiieiieiieesie e 35

Résultats et Discussion: Chapitre 2

Tableau 1. Associations entre DT1 et alléles HLA de classe 11, les génotypes .................. 45

Tableau 2. Facteurs environnementaux associés au diabete de type L.......ccccoovvvvvniiennn, 46

Tableau 3. Les facteurs environnementaux associés a l'allele HLADR3 ou HLADR4 dans
NOtre POPUIALION BLUTIEE ........eve e e e et e e eree e 47

Tableau 4. Les facteurs environnementaux associés a I’allécle HLADR3 dans la population
cas-témoins habitant les monts de TIemcen..........ooiiii i, 48
Tableau 5. Odds ratios (intervalles de confiance a 95 %) du modéle de régression

(0T o [ =TSSR 48

Tableau 6. Génotypage des SNPs rs2187668 et rs3104413 taggant HLADR3/DR4.......... 49

Résultats et Discussion: Chapitre 4

Tableau 1. Parametres hématologiques associés au diabete de type 1. .......c.ccccvveviveeinnnn, 68
Tableau 2. Résultats de la régression l0giStiQUE..........c.vcoiireeiiee e 69
Tableau 2.1. Les tests d'adéquation des ajusSteMENtS.........c.ccovvveeiiieeeiiie e 69

Tableau 3. Mesure des associations (entre la variable de réponse et les prévisions de
Q100 0721 o1 1<) USSP SPRROPRROPRN 70

Résultats et Discussion: Chapitre 5

Tableau 1. Caractéristiques anthropométriques de la population étudiée........................... 80
Tableau 2. Parametres lipidiques caractéristiques de la population étudiée ...................... 81
Tableau 3. Résultats de la régression [0giStiqUE ..........cceeeiiieeiiiic i, 82
Tableau 3.1. Les tests d'adéquation des ajuStEMENtS ..........cc.cevvveeiiieeiiiee e 82

Tableau 4. Mesure des associations (entre la variable de réponse et les prévisions de
Q100 0= Lo T1 1<) S OP R SPRRSTRR 82



Liste des abréviations

ADA: American Diabetes Association

ADN: Acide Désoxyribonucléique

ADNp: Acide Désoxyribonucléique plasmidique
CPA : Cellules Présentatrice d’ Antigéne.

ATG : Anti-Thymocyte Globulin

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

BLG : 3-Lactoglobuline

BSA: Bovine Serum Albumin

CBV : Coxsackie B virus

CDA4,8 :Cluster de Différenciation 4

ChgA : Chromogranin A

CT : Cholestérol Total

CMV: Cytomegalovirus

CTLAA4: Cytotoxique-T-Lymphocyte- Antigen 4 protein
DAISY: Diabetes Autoimmunity Study in the Young
DO : Densité Optique

DT1 : Diabéte de Type 1

EDTA: Acide Ethyléne Diamine Teétra-Acétique

EV : Entérovirus

FID : Fédération Internationale du Diabéte

Foxp3 : Forkhead box P3

GAD-65: GlutamicAcid Decarboxylase-65

GB: Globules Blancs

GCSF: pegylated Granulocyte Colony-Stimulating Factor
gE : Glycoproteine E

GR : Globules rouges

GWAS: Genome Wide Association Study

HDL-C: High Density Lipoprotein-Cholesterol
HLA: Human Leukocyte Antigen

Hsp-60: Heat shock protein 60

IA-2: Insulinoma Antigéne

IAA : Anticorps Anti-Insuline

IC : Intervalle de confiance

ICA: Islet Cell Autoantibodies

IDDM: Insulin dependent diabetes mellitus

IEDB : Immune Epitope Database

IFN —y : Interféron-y

IGRP : Islet-specific Glucose-6- phosphatase catalytic subunit-Related Protein
IL-4,2 : Interleukine-4,2

IM : Infractus du myocarde


https://www.google.com/search?q=ADN%2Bplasmidique&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjUv4Pt7MXzAhUN8xQKHXETC2cQBSgAegQIARA1

IMC: Indice de Masse Corporelle

LDL-C: low-density lipoproteins- Cholesterol
M-DC: Cellules Dendritiques Myéloides
NIH: National Institute of Health

NOD : Non Obese Diabetic

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
OR : Odds Ratio

ORF4: Open reading frame
p2C:Proteine2C

PCR : Polymerase Chain Reaction

pH: potentiel Hydrogéne

RV : Rotavirus

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate

SNP: Single Nucleotide Polymorphism
T1DGC: Type 1 Diabetes Genetics Consortium
TCR: T cell receptor

TG : Triglycerides

TLR-2: Toll-Like Récepteurs-2

TNF-a : Tumor Necrosis Factors-a.

UVR : Rayonnements UV

VLDL : Very Low Density Lipoprotein
VNTR : Variable Number Tandem Repeat
VPM: Volume plaquettaire moyen

ZnT8: Transporteur de Zinc-8



Table des matieres

PREMIERE PARTIE .......cooiiiiiiiiiiieiieetee ettt st ses e naeaans 1
INtFOAUCTION GENEIAIE....... .ottt ettt ettt sreenneas 1
1. INtroduCtioN GENEIAIE .......ccueiiiiieie et 2
DEUXIEME PARTIE .. iieiiiiiiiiiiiictetete ettt saess s1ee 2aeeaassnnnns 13
MaALEFIEl €1 IMETNOTES ... .eo et e et e et e e sbaeanbeenree s 13
1. POPUIALION A’ELUAEC ... e e e e e e s 14
2. Le reCrutemMeNnt ABS SUJETS .....oiieeiiieiie ettt ettt e e e e ae e e ees 14
3. Le reCUBI deS JOMNNEES. .....c.veeieieeceie ettt ettt et e eeeenenens 14
3.1 Le QUESTIONNGAITE .ot 14

3.2 Le dossier MEdICAl .....ccvviii i 14

4. Critéres d’évaluation des Malades ..........cocuiiiiiiiiiiie e 14
4.1 Critere d inClusion c.uiuie it 14

4.2 Critere de non iNCIUSION ... ..ot e 15

5. Criteres d’évaluation des tEMOINS ..........eiiuireiiiie e eeieeesieesee e ree e re e e sraeeesraeeeeeas 15
5.1 Criteres d’InCIUSION .. vttt ittt 15

5.2 Critéres de non iNCIUSION ... 15

6. Prélevement et parametres BLUGIES.........ciuereiiiee e rae e 15
6.1 Les variables d interéts.......couiuiuiiiiiiiiii e 16

7. Extraction de I’ADN par la technique NaCl (salting out) ............cccocveeviieivine e, 16
7.1 TeChniques d’eXtraction ....u.uuieieee e eeee e e e e aaaens 16

7.1.1 Lyse des globules rOUGES .......vvveeiieee e 16

7.1.2 LYSE A€S JBUCOCYLES ....vveeiiiee ettt 17

7.1.3 Precipitations des ProtéinesS..........ccueeeiieeeiiieeiiiee s sieeesrreeseeesieeesaee e 17

7.1.4 Precipitation de PADN .....c.vviiiiie et 17

7.2 Dosage et contrOle de qualité de PADN .......ccoeiiiie i 17

8. Etude du polymorphisme HLADRS3/DRA .........ccooiiiiiii e 18
8.1 Génotypage des alléles HLADR3/DR4 par sonde Tagman.............ccceevvvveeivnenne 18

8.2 REACTION PCR... .ottt ettt 19

8.3 Génotypage des SNPs rs2187668 et rs3104413 taggant HLADR3/DR4 ............. 19

9. Analyse immunoinformatique pour la détermination des épitopes virauX.............c.cceeene... 20
9.1 Programmes et bases de données ULIlISES ..........cc.eeovveeiiiee i 20

9.1.1 NCBI (ProteinDatabase) ...........cccureiiireiiiie e 20

0.1.2 BIAST...eiieiiiiiie et 20

O 1.3 LALIGN L.ttt 20

9.2 Etablissement des liants et des Non lants...........ccceevevevereveeeccieeeeeees e, 20

9.2.1 0util d'analyse IEDB............ccouveiiiii e 20

9.2.2 Alleles utilisés dans I'etude ..........ceeeeeiiieiiiere e 21

0.2.3 L'aULO-GNTIGENE ... .eie ittt 21

9.2.4 ANLIGENES VITAUX ...uvveeeiieeeetreeeeiteeesteeeateaesstaeeastaaeasneaesenneeeantaeesnseeesnneeeanes 21

9.3 Profil de sécrétion des CYLtOKINES...........coivvieiiiie i 22

0.3 L HAPTEA ...ttt 22

ST | 1= o] (o] o 1= OO EP O UPPPTTPPP 22

9.4 Prédiction de la structure 3D des peptides homologues.............cccovveevieeeiieeeenen. 22

9.5 Etablissement du mMim&tiSme SEIUCTUIEL.........c.vovereeeeeee oo eeeeereen e, 23



10. L’analyse STALISTIQUE .......cveeieieiieiiie ittt nnne s 23

TROISIEME PARTIE ...ttt ettt 24
RESUITALS BT DISCUSSION .....evvvveiiiieee e ettt et e e e e e e e ettt e e e e e e s s e bbbt e e s e e e e s s seabbbaeeaeeeessssssrrees 24
Chapitre 1: Description de la population..............cocoeiiiiiiiiiiiiie e 25
SR 10T [ Tox [ 26
2. MatErIEl BT MBTNOES ... .eeeiiieeee ettt e e e e e et e e e e e e s s s e bbb b aaaeeeas 26
3. ANALYSES STALISTIGUES. ... .eeieieiie ittt ettt nene s 27
R o L U] =€ 27
5. DISCUSSION ... 36
B. CONCIUSION.....ccooiieieeeee e 38
R 2 (< (=1 0T 0oL 39
Chapitre 2:Epidemiologie du DT1, haplotype de prédisposition (HLADR3/DR4) et
gradient géographique de PrédiSpOoSItioN ...........cccoiiiiriiriiieiie e 41
O LT 1 42
2. INFOAUCLION ..o 43
3. MEBLNOUES ... 44
3.1 Génotypage HLA CIaSSE Tl .......ooiiiiiiiiiciie e 44
3.2 Genotypage des SNPs rs2187668 et rs3104413 taggant HLADR3/DR4............. 44
3.3 ANAIYSES SLALISTIQUES ... ettt 45
O L ] 2 £ 45
T B 1Tt U TSX] (o] o TR 49
LT @013 Tod (113 (o 4 ISR 51
R ] (< =] (o= 52

Chapitre 3: Molecular mimicry between varicella, measles virus and Hsp60

intype 1 diabetes associated HLA-DR3/DR4 molecules..........ccccoceeviieiiiieeciinnenne, 55
IO (=TT =TS 56
pZ0 1214 (o o (0T { T o [ 56
TR 1Y, =11 1oL [T 56
N T U] £ 56
TR O] o Te] (V1] (o] o [P 56

Chapitre 4 : Les anomalies de la formule sanguine au cours du diabéte de type 1 et

FISQUECAIAIOVASCUIAITE ......vveeiiie et et e e st e e st e e aneas 64
IO T U1 1< R 65
B2 11 (0T [N w3 10} o O 66
KT 1Y 1= {0 T [T 66

KT KO 1U ] 30 =) (1 [ 67
O (T U | = £ 67
LT B Lo 0 1Y o IR 70
LT Oo T3 Tod [ 1o o IR 71
R 3 (T (= Lo 72

Chapitre 5 : Risque de complications macrovasculaires associées aux parametres
lipidiques et a la durée du diabéte dans le diabéte detype L.........cocovveiiiiiiiiceciic e, 75

1. RESUIME ... e e 76



2. I OTUCTION ettt et et e e e e e e e e e e enenns 77
3. IMIBENOUTES ...ttt e 77

B L OULIHS A'ELUR .. e 78
A, RASUIALS. ... e ettt ettt et e e e e et e e e e e e e et e e e e e e e aaaaaaaes 78
D DISCUSSION ...ttt et e e e ettt e e e e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e re e aaa 82
8. CONCIUSION .. ettt e e e e e et e e e e e e et e e e e e e e e ee s 83
T R O EINCES. ..ottt ————————— 84
Discussion GENEKale 8t CONCIUSION ......eeeeeee ettt e e 88
1. DISCUSSION GENEIAIE .......eeeieeiiiecie ettt e st e e ste e teeanbeenree s 89
2. CoNCIUSION BT PEISPECLIVES ....veeeeiieeeiiieeiiee et e ettt e et e sree e s a e et e e e srt e e e snaeeesnteeeaneeeeanneas 95
Références bibliographiqUES ...........ooo oo 97

YA ] 1) IR 115



PREMIERE PARTIE
Introduction generale



Introduction générale

1. Introduction générale

L’incidence et la prévalence du diabéte de type 1 connaissent une progression a travers le
monde entier. En 2019, la Fédération internationale du diabete (FID) a estimé que le nombre
d’enfantset d’adolescents atteints par le diabéte de type 1 agés de moins de 20 ans est a 1,1
million (FID,2019) alors que en 2010, on y compte 480000 enfants de moins de 15 ans atteints
de diabete detype 1 (FID, 2010)

En Algérie, la prévalence totale des diabétiques n’a pas cessé d’augmenter car ’'OMS a
recensé 1 million de personnes en 1993 pour atteindre 2 500 000 personnes en 2007 (OMS,
2007). Selon les données publiées en 2019 par (FID), I’ Algérie a répertorié (33 100), le Maroc
(30 200) et I’Arabie saoudite (27 800) enfants et adolescents agés entre 0-19 ans vivant avec
le diabete de type 1 qui sont les plus grands nombres enregistrés dans la Région du Moyen-
Orient et de I’afrique du Nord (FID, 2019).

Le diabéte de type 1 (DT1) est subdivise en type 1A (auto-immun) et type 1B
(idiopathique). Nous utilisons le terme DT1 pour désigner le type auto-immun, qui se
caractérise par une destruction auto-immune des cellules B des ilots de Langerhans du
pancréas, responsable d’une insulinopénie .

Cette destruction auto-immune est initiée par la fixation des peptides antigeniques sur les
complexes majeurs d'histocompatibilit¢ (CMH) des cellules présentatrices d'antigéne (CPA)
macrophages et cellules dendritiques et transférées vers le ganglion lymphatique drainant le
pancréas. Ces CPA activent et mobilisent les lymphocytes T-helper (CD4 +) et T CD8 +
nécessaires a l'induction de la maladie (Haskins et al., 1988 ;Mallone et al., 2007) .

Ainsi, les macrophages sécretent l'interleukine (IL) -12, stimulant les cellules T CD4 +
pour sécréter l'interféron (IFN) -y et 1L-2. L'IFN-stimule d'autres macrophages qui vont
libérer a leur tour d'autres cytokines telles que I'lL-1, le facteur de nécrose tumorale (TNF-a)
et les radicaux libres, toxiques pour les cellules B. De plus, les cellules T-helper (CD4)
activées produisent des cytokines qui attirent les lymphocytes T et B et les encouragent a
proliférer dansIlot conduisant a l'insulite (Gelber et al., 1994; Maclaren et al., 1999; Sabbah
et al., 1999)

Les antigenes béta-cellulaires présentés dans ce contexte pro-inflammatoire et avec l'aide
CD4 (LTh2) initient la conversion des lymphocytes B en plasmocytes qui peuvent produire
différents  auto-anticorps dirigés contre 1’insuline (IAA) (Crawford et al, 2011),
GlutamicAcid Decarboxylase (GAD)-65 (Baekkeskov et al., 1990 ; Atkinson et al., 1993),
I'antigéne neuroendocrinien la tyrosine phosphatase 1A-2 (Insulinoma Antigéne (1A)-2)
(ICA512) (Kawasaki et al., 1997), Transporteur de Zinc (ZnT8)(Wenzlau et al., 2008) (114),
la protéine de choc thermique (HSP)-60(Jones et al., 1990) et le peptide WE14 de la
chromogranine A (Stadinski et al., 2010; Delong et al.,2012).

Pendant ce temps, dans la périphérie, le déclencheur environnemental a provoqué un
changement métabolique créant un environnement pro-inflammatoire qui favorise la
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prolifération des cellules LT CD4 créant une imbalance entre cellules LT CD4+ effecteurs et
LT régulatrices (Bluestone and Tang, 2005).

En outre, les cellules T CD8 autoréactives sont stimulées pour proliférer et migrer dans le
pancréas pour attaquer directement les cellules B portant les auto-antigénes cibles. Le stress
induit par cette deuxiéeme vague de destruction des cellules béta, qui implique la perforine,
I'IFN-y et le facteur de nécrose tumorale (TNF) -a, entraine une pseudoatrophie causant une
perte de certaines cellules béta (Gelber et al., 1994; Maclaren et al., 1999; Sabbah et al.,
1999). Cette destruction provoque également la libération de nouveaux antigenes de cellules
béta qui sont captés par les CPA, y compris les cellules B migrées, et sontacheminées vers le
ganglion lymphatique pancréatique. Cela engage de nouvelles spécificités des cellules T CD4
et CD8 et des cellules B dans un processus appelé propagation d'épitope (Ott et al., 2004; Tian
et al., 2006). Une vague subséquente de destruction des cellules béta estdonc plus sévere et
entraine généralement un épuisement de la masse des cellules béta.

Le diabéte de type 1 est une maladie polygénique, hétérogene et multifactorielle qui
nécessite la conjonction de facteurs genétiques et environnementaux (Wanstrat and Wakeland,
2001). Aucun gene ne peut expliquer a lui seul la maladie ; néanmoins la région human
leucocyte antigen (HLA)situé sur le bras court du chromosome 6 communément appelée
IDDMlest le contributeur majeur (Davies et al., 1994 ; Farid et al., 1979; Thorsby and
Rgnningen, 1993; Undlien et al.,, 1997) parmi les 52 régions génetiques associées
significativement au diabete detype 1 par les études d’association pangénomique (Genome
Wide Association Study - GWAS) effectuées notamment sur la cohorte du Type | Diabetes
Genetics Consortium (T1DGC- www.t1dgc.org).

Depuis la découverte de l'association entre HLA et DT1 en 1973 (Singal and Blajchman,
1973), plusieurs alleles des genes HLA de classe Il ont été identifiés comme étant liés a la
susceptibilité au DT1 ou a la protection contre le DT1 (Sheehy et al., 1989; Cucca et al., 1993;
Noble et al., 1996; Bugawanet al., 2002; Aly et al., 2006; Erlich et al., 2008).

Les associations les plus fortes de la région HLA sont observées avec des haplotypes et
des génotypes formés par les loci DRB1-DQA1-DQBI1. L’association qui conféere le risque le
plus élevé est un génotype hétérozygote spécifique, composé de DRB1 * 03: 01(DR3)-DQA1
* 05:01-DQB1 * 02 :01(DQ2) sur un chromosome et HLA-DRB1*04 (DR4)- DQA1*03:01-
DQB1*03:02 (DQ8) sur le deuxieme chromosome. L'abréviation commune pour ce génotype
a risque le plus élevé est "DR3 / DR4"(Noble and Valdes, 2011; Erlich et al., 2008).

Dans les populations du nord de I'Europe, l'association la plus forte est celle des
hétérozygotesDR3 / DR4, alors que pour les Européens du Sud le taux de croissance du DT1
est dd a la présencede HLA-DR3 dans un état homozygote ou hétérozygote (Bilbao et al.,
2006).

De plus, une étude tunisienne a montré que la fréquence des hétérozygotes DR3/DR4 est
de 12,5% et une association positive des haplotypes DRB1 * 030101-DQB1 * 0201 et DRB1
* 040101-DQB1 * 0302 alors que la frequence des hétérozygotes dune population marocaine
estégale a 30% et les haplotypes DRB1 * 03-DQB1 * 02, DRB1 * 04-DQB1 * 03 et DRB1 *

3
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04-DQBL1 * 02 induisent une susceptibilité au diabete de type 1 tandis que les haplotypes

DRB1*13 DQB1 * 06 et DRB1 * 15-DQB1 * 06 conférent un effet protecteur (Stayoussef et
al., 2009; Benseffaj et al., 2012).

Les études familiales indiquent que les génotypes DQAL * 05: 01-DQB1 * 02: 01 (DQ2)
et DQAL * 03: 01-DQBI * 03: 02 (DQ8) représenteraient environ 40% a 50% de l'agrégation
familiale du DT1 et les individus avec le plus grand risque de DT1 expriment ces deux
haplotypes prédisposants, qui sont respectivement en désequilibre de liaison avec DRB1 * 03:
01 (DR3) et avecDRBI *04: 01/02 (DR4) (Noble and Valdes, 2011).

Les fréres et sceurs DR3 / 4-DQ2 / 8 qui sont HLA identiques ont un risque élevé de plus
de 80% pour développer les auto-anticorps anti-ilots et 60% pour la progression vers le
diabete a I'dge de 15 ans (Aly et al., 2006).

Le sous-typage moléculaire de locus DRBL1 a offert la possibilité de subdiviser DR4 & des
sous- groupes alleliques HLA-DRB1 * 0401, 0402, 0405 et HLA-DRB1 * 0403, 0406, qui
sont respectivement associés au risque du DT1 et a la protection, indépendamment des alléles
DQ (Tait et al., 1995). Pratiguement, la sensibilité semble plus fortement associée a DR4
qu'avec DQB1 * 0302, alors que c'est I'inverse pour la protection contre le DT1, DQB1 * 0602
conférant une protection dominante par rapport a DR2 (Danze et al., 1997).

Dans le méme contexte, il a été montré que la combinaison DQAL et DQB1, codant
respectivement pour les chaines DQ alpha et béta confere un risque du DT1 (Dorman, 1997)
lorsque il y a une substitution de l'acide aspartique a la position 57 sur la chaine béta de la
molécule HLA de classe 1l (non Asp 57), par la serine, valine ou alanine, associé a la présence
d'arginine sur la chaine alpha a la position 52 (Arg-52)(Todd et al., 1988, Baranda et al., 1994).
Ainsi, I'netérodimére résultant de la combinaison de la chaine alpha DQ Arg-52 avec la chaine
béta DQ non Asp-57 confeére un risque plus élevé pour développer le diabete de type 1 car ces
changements au niveau de ces deux positions infligeraient probablement un grand effet
conformationnel sur la capacité de présentation de l'antigene (Khalil et al., 1990, Nepom and
Kwok, 1998).

Les haplotypes HLA DRB1 * 15: 01-DQA1 * 01: 02-DQB1 * 06: 02, ont toujours
conféré une protection contre la maladie dans presque toutes les populations (Van der Auweraet
al., 1995). Néanmoins, chez les caucasiens certaines études suggérent que la protection est
conférée par d'autres haplotypes comprenant DRB1 * 11: 04-DQAL * 05: 01-DQ B1 * 03: 01,
DR B1 * 07: 01-DQA1 * 02: 01-DQB1 * 03: 03 et D RB1 * 14: 01-DQA1 * 01: 01-DQB1
*05: 03 (Valdes et al., 2005).

Les différences structurelles entre les molécules HLA qui prédisposent au DT1 et celles
qui sont protectrices vont influencer leurs capacité a lier les antigénes diabétogénes et les TCR
des lymphocytes T auto-réactifs spécifiques des cellules p. Les mécanismes possibles par
lesquels les molécules HLA affecteront le développement du diabéte de type 1.

1) A la périphérie : les molécules HLA prédisposantes se lient bien aux antigénes
diabétogenes induisant I’activation des lymphocytes T auto-immunes, contrairement
aux molécules HLA protectrices. (Nepom and Kwok, 1998)
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2) La stabilité moléculaire et la délétion thymique des lymphocytes T autoréactifs n’est
possible que lorsque les molécules HLA protectrices forment des complexes stables
avec des auto-antigenes dans le thymus, conduisant a une délétion efficace des
lymphocytes T potentiellement autoréactifs. En revanche, les complexes moins stables
formés par les molécules HLA prédisposantes peuvent entrainer une élimination
inefficace des lymphocytes T et la libération de lymphocytes T autoréactifs dans la
périphérie (Schmidt et al., 1997).

La détermination du type HLA qui confére un risque génétique pour développer le
diabete de type 1 notamment les alleles HLA DRBI1 et DQBIs’avere primordiale ce qui a
pousse les chercheurs & retrouver un nombre minimum de marqueurs SNP qui pourraient
définir rapidement les types HLA-DR pertinents pour le DT1, a savoir, DR3 / 4, DR3 / 3,
DR4/4,DR3/ X, DR4 / X, et DRX / X (ou X n'est ni DR3 ni DR4) et pourrait distinguer le
type DR4 le plus risqué (DR4-DQ8) ainsi que le type DR4-DQB1 * 03: 01 non associé au
DT1 cela permettra un gain en matiere de cout et de temps qui sont infligés par les actuelles
méthodes de typages.

Pour les échantillons de TIDGC et la population DAISY, un test de dépistage a deux
SNP(rs7454108 ; rs2040410) peut identifier le génotype hétérozygoteDR3/4-DQ8 le plus a
risque pour le diabéte de type 1 (Barker et al., 2008).

L’étude de Nguyen et al a rapporté que I’analyse des trois SNPs (rs2854275, rs3104413 et
SNPrs9273363) peut déterminer les individus avec les types HLA-DR, DR4-DQ8, DR4-DQ7,
DR3/4-DQ8, et DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 avec la possibilit¢ de remplacer
SNP rs9273363 par rs9275184, rs9275495, rs9275532, rs9275334 (Nguyen et al., 2013).

D’autre part, lintervention des facteurs environnementaux s’avére nécessaire au
déclenchement de la réaction auto-immune. Un grand nombre de facteurs a été évoqué
notamment I’introduction précoce du lait de vache pourrait constituer un facteur de risque pour
développer le DT1.

Des études ont montré que I’exclusion des protéines de lait de vache durant les six
premiers mois de vie réduit la probabilité d’apparition d’auto-anticorps anti-cellules p chez
I’enfant a haut risque génétique. La physiopathologie de cette association n’est pas encore
élucidée, néanmoins on a décelé la présence d’anticorps anti-aloumine (BSA) chez des sujet
diabétiques de type 1 et anti-p lactoglobuline qui semblent étre liés au génotype HLA de classe
Il (Harrisonand Honeyman, 1999).

Ainsi, il existe deux mécanismes complémentaires pour assurer une protection
immunitaire pendant que le processus éducatif thymique est en cours. D'abord, il y a 'immunité
cellulaire passive a court terme qui consiste au transfert des cellules immunitaires du lait
maternela I'enfant, qui fournit une protection immédiate (Tuboly et al.,1995 ; Jain et al.,1989).
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Ceci est ensuite remplacé par le résultat de I'immunité maternelle éducative démontrée
dans I’étude de Ghosh et al qui stipule que I’allaitement influence le développement du
répertoiredes lymphocytes T CD8 + de la progéniture d'une maniére spécifique a I'Ag quel
que soit le mécanisme intrathymique de la présentation de I'Ag transporté (Ghosh et al.,
2016).

Parmi les facteurs externes, les infections virales ont longtemps été considérées
comme un déclencheur environnemental potentiel de la maladie (Dahlquist and Kaéllen,
1996).

De nombreux virus ont été incriminés sans preuve formelle, comme les entérovirus
(Coxackie B, Rhinovirus, Rotavirus), des virus de la famille des Herpesviridae (virus
varicelle-zona, cytomégalovirus), des virus de la famille des Paramyxoviridae (rougeole et
oreillons), et les virus de la famille des Togaviridae (rubéole).

Parmi eux les entérovirus. Ce sont les agents infectieux viraux les plus répandus chez
I'homme et ont été trouvés dans les tissus pancreatiques de patients atteints de diabéte de
type 1 (Richardson et al., 2009) et chez les personnes ayant des auto-anticorps anti-ilots de
Langerhan(Williams et al., 2006).

Plusieurs études ont rapporté une association entre infection par entérovirus, plus
particulierement le virus coxsackie B et la survenue ultérieure d’un DT1 (Hober et al.,
1998). Des études ont identifié une homologie de sequence entre la séquence d'acides
amines de la protéine 2C (p2C) du virus Coxsackie B4 et de la protéine GAD 65 (PE-
VKEK) (Baekkeskovet al., 1990, Kaufman et al., 1992), ce mimétisme moléculaire a été
démontré par 1’étude de Vreugdenhil et al chez les diabétiques ayant une prédisposition
génétique a la molécule HLA DR3(Vreugdenhil et al., 1998).

De plus, I'étude australienne BABY DIAB (étude prospective de la naissance chez les
parents de DT1) a montré une association significative entre la séroconversion des
rhinovirus et l'augmentation des taux d'anticorps GAD et 1A2 chez les enfants. Les auteurs
ont suggéré que linfection par des rhinovirus pourrait déclencher ou amplifier l'auto-
immunité des Tlots chez lesenfants génétiquement prédisposés (Honeyman et al., 2000).

Les Rotavirus sont l'une des causes les plus communes des maladies gastro-
intestinales chez les enfants. Ces virus partagent des séquences d'acides aminés homologues
avec deux autoantigénes associés au diabete, la glutamic acid decarboxylase (GAD) et la
protéine tyrosinephosphatase (1A2): ce mimétisme moléculaire peut déterminer une réaction
auto-immune (Honeymann et al., 1998).

Dans une étude in vitro, le mimétisme moléculaire a été démontré entre un antigene
particulierdu cytomégalovirus CMV et GADG65. De plus, le CMV a démontré sa capacité a
stimuler la prolifération des lymphocytes T réactifs a GAD-65, suggérant une contribution a
la perte de latolérance des lymphocytes T au GAD-65. Par conséquent, ils ont suggéré que
I'infection du tractus gastro-intestinal par CMV peut se propager par voie systémique et
influencer le processus auto-immun des cellules B du pancréas (Masuzawa and Motojima,
2004).
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Le virus des oreillons a été associé au DT1 car lors du diagnostic du DT1, une
fréquence élevée d'anticorps diriges contre les Tlots de Langerhans a été observée (Helmke et
al., 1980).

Des études in vitro indiquent que les oreillons sont capables d'infecter les cellules [
humaines (Cavallo et al., 1992; Vuorinen et al., 1992). L’etude de Cavallo et al a montré que
le virus des oreillons induisait la libération d'IL-1 et d'IL-6 dans une lignée cellulaire
d'insulinome humaine et augmentait I'expression des molécules HLA de classe | et de classe
IT provoquant la perte de tolérance envers les cellules B en les rendant plusvulnérables a la
destruction & médiation immunitaire (Cavallo et al., 1992).

La rubéole congénitale est la conséquence d'une infection de la mere pendant la
grossesse, elleest associée a un risque élevé de DT1 chez les nouveau-nés génétiqguement
prédisposés. Les patients atteints de rubéole congénitale qui ont développé le DT1
présentaient des fréquences accrues HLA-DR2 et -DR3 donc la rubéole peut représenter un
déclencheur environnemental uniquement chez les patients présentant une susceptibilité
génétique au DT1 (Rubinstein et al., 1982).

Les facteurs diététiques peuvent également contribuer au déeclenchement du DT1 ainsi
des études ont démontré que les enfants atteints de diabéte introduisent précocement les
aliments contenant du gluten (Beyerlein et al., 2014).

L'exposition précoce et tardive aux ceréales contenant du gluten (lI'avoine, le riz, blé et
de l'orge) a été associée au developpement de I’auto-immunité des ilots (Norris et al., 2003).
La destruction auto immune des ilots pancréatiques a éte significativement associé aux
enfants ayant des maladies gastro-intestinales et qui ont introduits le blé ou l'orge avant I'age
de 4 mois et apres I'age de 7 mois (Snell-Bergeon et al., 2012). Les antigénes protéiques de
blé peuvent induire une réponse inflammatoire dans lintestin (Chakir et al., 2005) et
pourraient donc préparer le systeme immunitaire a une réponse nefaste a I'infection par un
agent viral notamment les entérovirus qui ont été trouvés dans les tissus pancréatiques de
patients atteints de diabéte de type 1(Richardson et al., 2009).

D’autre part, la variation géographique influe sur le taux d'incidence du diabéte de
type 1 qui suit un gradient Nord-Sud (LaPorte et al., 1995).

Plusieurs études ont démontré un gradient latitudinal de l'incidence du DT1 car
I’incidence augmente en s’¢loignant de I'équateur et inversement avec les rayonnements
ultraviolets (UVR) qui sont connus pour leur rdle immunorégulateur notamment dans la
synthese de la vitamine D (LaPorte et al., 1995 ; Shoenfeld et al., 2009).

Cette vitamine s’avere protectrice car un niveau élevé de 25-hydroxyvitamine D peut
retarder la progression vers le DT1 (Mé&kinen et al., 2014, Makinen et al., 2016).

Cela s’explique par le fait que la Vitamine D joue un réle important dans I'homéostasie
du glucose en stimulant I'expression du récepteur de l'insuline et le transport du glucose en
7
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réponsea l'insuline (Maestro et al., 2000) et favorise la protection des cellules B contre les

réponses immunitaires (Wolden-Kirk et al.,2011) car le calcitriol cible les CPA (les cellules
dendritiques myéloides (M-DC) leur conférant un profil tolérogéne stable et durable. Ces
cellules M-DC régulatrices induisent la différenciation des lymphocytes T naifs en
lymphocytes T régulateurs spécifiques d’un antigéne (Adorini and Penna, 2009), en plus, les
cellules M-DC induisent la délétion clonale des lymphocytes T autoréactifs (\Van Halteren et
al., 2004). L’incidence de diabéte de type 1 est réduite de facon significative avec des
suppléments de vitamine D, soit chez les nourrissons & risque ou leurs méres pendant la
grossesse (The EurodiabSub study 1999, Bener et al., 2008).

De plus, I’hérédité s’ajoute aux autres facteurs jouant un réle dans la pathogénése du
DT1, ainsiplusieurs études menées a Tlemcen en Algérie (Dali-Sahi and Benmansour, 2014)
en Allemagne (Cardwell et al.,2010), au Royaume-Uni (Marshall et al.,2004) et en Egypte
ont démontré une association positive entre le DT1 et les antécédents familiaux de DT1
(Awadalla et al.,2017).

A ce jour, aucun de ces facteurs n'a été démontré de maniére concluante pour
influencer le risque de DT1

Par ailleurs, ces diabétiques courent des risques de complications chroniques que ce
soit des complications microvasculaires (néphropathie  diabétique, neuropathie et
rétinopathie) et macrovasculaires (maladie coronarienne, maladie artérielle périphérique et
accident vasculaire cérébral).

Les complications microvasculaires essentiellement la neuropathie a été retrouve chez
les adolescents diabétiques de type 1 ayant une durée comprise entre 2 et 5 ans, suggérant
que la durée de 2 ans est appropriée pour commencer le dépistage (Cho et al., 2011; Demirel
et al. 2013).

Plusieurs études ont corréelé le développement des complications macrovasculaires et
microvasculaires avec 1’élévation du nombre de leucocytes (Tong et al., 2004 ; Chung et al.,
2005; Tsai et al., 2007). Ainsi le nombre de leucocytes est devenu un marqueur
inflammatoire largement répandu dans la pratique clinique. Les leucocytes peuvent étre
activés par les produits finaux de la glycation, le stress oxydatif résultant de I'nyperglycémie
et peuvent produire des facteurs comme le facteur de nécrose tumorale a et l'interleukine 1
quisont impliqués dans la pathogenese des complications du diabete chronique (Vlassara et
al., 1988; Andersen et al., 1996; Heidland et al., 2001).

Le mécanisme pathologique central de la maladie macrovasculaire est le processus
d'athérosclérose qui résulte d'une inflammation chronique et d'une lésion de la paroi
artérielle dans le systeme vasculaire périphérique ou coronaire, induisant un rétrécissement
des parois artérielles dans tout le corps (Boyle, 2007).

Ainsi, ’initiation et la progression de I’athérosclérose sont conditionnées par les
leucocytes qui libérent des cytokines entrainant le recrutement des macrophages et la
prolifération des cellules musculaires lisses au niveau des parois vasculaires. D’autre part, la

sécrétion de protéase entraine des lésions endothéliales des vaisseaux
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coronaires, exposant le collagene thrombogene et prédisposant les vaisseaux a la formation

de thrombus (Cheng et al., 2008). En cas de stress, les plaquettes activées favorisent
I’adhésion des neutrophiles ala matrice sous — endothéliale (Chirkov et al., 2001). Les
plaquettes synthétisent également l'interleukine-1 béta (IL-1 B), qui est un médiateur de
I'activation des cellules endothéliales, ces dernieres induisent des chimiokines qui régulent
a la hausse les molécules qui favorisent I’adhésion endothéliale des neutrophiles et des
monocytes (Davi and Patrono, 2007).

Dans cet élan, les risques accrus des maladies coronariennes ont été associés a des
niveaux €levés du nombre total de globules blancs, tous les sous-types de globules blancs, y
compris monocytes (Neto et al., 2006), les éosinophiles (Umemoto et al., 2000),
neutrophiles (Wheeleret al., 2004), et lymphocytes (une relation inverse), (Sakatani et al.,
2004).

En outre, I'étude prospective de Paris Il a montré qu’un nombre élevé de monocytes est
lie aux maladies coronariennes et s’avere un prédicateur indépendant du dépot de plagque
d'athérome et de I'épaississement de I'intima-meédia carotidienne (Olivares et al., 1993).

De plus, la présence d’éosinophiles est un marqueur inflammatoire impliqué dans la
modulation des réponses immunitaires au niveau des sites inflammatoires. Leur surface
apporte des récepteurs d'histamine H4 facilitant la chimiotaxie des éosinophiles vers les
mastocytes, qui sont les principaux producteurs d'une gamme de mediateurs inflammatoires
solubles (Minai- Fleminger and Levi-Schaffer, 2009).

D’autre part, le volume plaquettaire moyen (VPM) est un parametre qui indique la taille
des plaquettes. C’est un biomarqueur potentiel de la réactivité plaquettaire car les grosses
plaquettes sont plus réactives que les petites ; de plus, son augmentation est
significativement corrélée a la durée du diabéte (Chu et al., 2010).

L'étude menée par Ersoy et al., considéere le VPM comme un marqueur de
I'athérosclérose précoce chez les enfants atteints de DT1(Ersoy et al., 2015).

En outre, la dyslépidémie est un facteur de risque majeur des maladies
cardiovasculaires (Qi et al., 2015). Le trouble est caractérisé par un profil lipidique anormal,
qui peut inclure des niveaux élevés de cholestérol total, de triglycérides, ou des niveaux
réduits de cholestérol a lipoprotéines de haute densité (HDL-C) (Houston et al., 2018 ;
Huang et al., 2009).

De plus, I’étude de Pal et al a montré que les lipoprotéines résiduelles contenant des
triglycérides étaient présentes dans la plaque athérosclérotique humaine et ont fortement
indiqué que les lipoprotéines riches en triglycérides (TRL) participent au développement et a
la progression de la lIésion athéroscléreuse (Pal et al., 2003). D’autre part, les résidus TRL
transportent plus de cholestérol par particules que les LDL, en raison de leur plus grande
taille de ce fait, ces résidus ont un effet athérogene plus fort que le LDL (Rosenson et al.

2014).
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A ce jour, plusieurs thérapies ont été concues afin de moduler le systéme immunitaire
dans le but d’arréter la destruction des cellules béta pancréatiques a court terme.

Des essais cliniques ont utilisé des anticorps anti-CD3 (hOKT31) qui ciblent les
cellules T exprimant CD3 avec CD4 ou CD8 et suppriment ainsi les réponses immunitaires
par déplétiontransitoire des cellules T. Les patients ayant recu ce traitement ont maintenu ou
amélioré la production d'insuline sans effets indésirables stricts (Herold et al., 2005).

L’¢tude de Haller et al a montré que I’administration intraveineuse de 'ATG (Anti-
ThymocyteGlobulin) a faible dose (2,5 mg / kg) a des diabétiques récemment diagnostiqués
a ralenti le déclin du peptide C et réduit 'HbAlc dans le DT1 nouvellement apparu. L'ajout
de GCSF (pegylated granulocyte colony-stimulating factor) n'a pas amélioré la conservation
du peptide C offerte par I'ATG a faible dose (Haller et al., 2018).

Un anticorps monoclonal anti-CD20 appelé le rituximab cible les lymphocytes B et les
épuisent. L’étude de Pescovitz et al a rapporté qu'un traitement unique de 4 semaines de
rituximab dans les 3 mois suivant le diagnostic préserve de maniere significative la fonction
des cellules B et aussi une baisse d'HbALc et une dose d'insuline plus faible a 1 an (Pescovitz
et al., 2009).

L’administration de la protéine de fusion antigene-immunoglobuline des lymphocytes
T cytotoxiques (CTLA4 — Ig ; L’abatacept) a des patients atteints de DT1 récemment
diagnostiqueés ala capacité de moduler la co-stimulation des lymphocytes T en bloquant la
délivrance des signaux de co-stimulation CD80 et CD86 aux cellules T et empéche ainsi
I'activation complete des lymphocytes T. L'abatacept a ralenti I’élimination de la cellule
béta. Cet effet benéfique suggeére que l'activation des lymphocytes T se produit toujours au
moment du diagnostic clinique du diabéte de type 1. L'effet initial du traitement a été
maintenu pendant I'administration mensuelle d'abatacept pendant 24 mois, et a également
persisté pendant au moins un an apres l'arrét du traitement (Rachid et al., 2020)

Un essai pilote d'un récepteur soluble du facteur de nécrose tumorale (TNF)
(étanercept) a entrainé une baisse de la glycémie et une augmentation de la production
d'insuline chez les patients (Mastrandrea et al., 2009).

La greffe des cellules souches hématopoiétiques autologues permet l'arrét de la
destruction auto-immune du tissu ciblé et le rétablissement de la tolérance par des
mécanismes inconnus. Néanmoins un répertoire des récepteurs de cellules T diversifié
(Muraro et al., 2014) et la réactivation du thymus ont été observés (Alexander et al., 2009).
Selon I’é¢tude de Ye et al, les patients traités sont devenus a court-terme insulino-
indépendants, ce qui en fait une thérapie prometteuse pour le DT1 (Ye et al., 2017).

Une autre approche qui vise a rétablir la tolérance aux antigénes spécifiques aux cellules
béta a utilisé un traitement avec la protéine de choc thermique 60 (HSP60) (un peptide de 24
acides aminés appelé peptide 277 : p277) (Elias and Cohen, 1994), dont on pense qu'il peut
signaler directement les cellules T humaines via le récepteur inné Toll-like (TLR-2)
(Nussbaum et al., 2006). Une étude montre que les diabétiques ayant recu le vaccin nécessite

une insuline exogéne significativement moins élevée pour atteindre le méme niveau de
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HbAlc (7%) a la fin de I'essai. (Raz et al., 2001).

La vaccination a ADN spécifique a 1’antigéne de la cellule B s'est avérée infructueuse
chez les patients DT1. L'expression médiée par I'ADN plasmidique (ADNp) de la
proinsuline ou GADG65 a démontré une protection uniquement transitoire (Weaver et al., 2001
; Solvason et al.,2008 ; Roep et al., 2013).

Tandis que I’approche utilisant une vaccination qui délivre I'ADNp de plusieurs
épitopes / mimotopes a partir de plusieurs antigenes de cellules B présentés efficacement aux
cellules T CD4 + et CD8 + pourrait induire une meilleure tolérance qui retardera le
développement du DT1 (Dastagir et al., 2017).

De plus la co-délivrance des vecteurs d’/ADNp exprimant quatre antigénes complets
(proinsuline, protéines GAD65, ChgA et IGRP) protégeait plus de souris. (Postigo-
Fernandez and Creusot, 2019).

La délivrance de plusieurs épitopes a abouti a un large recrutement des cellules T
spécifiques, provoquant une réponse distincte des épitopes endogenes drainant les Tlots. Les
phénotypes des lymphocytes T varient également avec la specificité de lI'antigene. De plus,
le répertoire des cellules T réactives au méme épitope est hautement polyclonal. Malgré
I'induction de certaines cellules T régulatrices CD25 + Foxp3 +, la protection contre la
maladie n'a pas persiste apres l'arrét du traitement (Postigo-Fernandez and Creusot, 2019).

Dans le but ; de combler I’effet temporaire des thérapies précédemment citées. D’autres
thérapies ont été developpées et testées sur des souris NOD. Il s’agit d’ interventions qui
induisent la tolérance vis-a-vis d’un antigéne specifique et ceux qui modulent le systéme
immunitaire de facon aspécifique ceci a été mené par 1’étude de Takiishi et al qui ont
restauré la tolérance en administrant dans la muqueuse intestinale de la souris de
Lactococcus lactis génétiquement modifié pour secréter l'auto-antigéne complet de la
proinsuline ainsi que la cytokine immunomodulatrice 1L-10. Cette thérapie combinée a
induit une augmentation de la fréquence des Tregs locaux qui s’accumulent dans les 1lots
pancréatiques et la suppression des réponses immunitaires de maniere spécifique a l'auto-
antigene (Takiishi et al., 2012).

Une autre approche de thérapie combinée a été menée par Von Herrath et al sur des
diabétiques récemment diagnostiqués. Ils ont procédé a une modulation du systeme
immunitaire de facon aspécifique en administrant des anticorps anti-IL21 et en améliorant
la fonction des cellules béta par I’administration de liraglutide. Ce traitement combiné
avait une amélioration de 48% de la sécrétion de peptide C stimulée par les repas par rapport
au placebo a 54 éme semaine associé a une diminution des besoins en insuline de 0,13 U /
kg. Cependant ces effets bénéfiques n’ont été conservés que juste 26 semaines apres 1’arrét
du traitement (von Herrath et al. 2021).
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Ce travail abordera en premier lieu le rdle de la génétique dans la survenue du DT1 chez

les enfants de I’extréme ouest Algérien. Dans un deuxiéme lieu vérifier les différentes
hypothéses environnementales et perspectives thérapeutiques envisagées quant a la
prévention du DT1 dans les populations de I’extreme ouest Algérie.
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1. Population d’étude

Pour répondre a notre problématique, nous avons mené une étude  analytique
rétrospective. Le groupedes cas (les sujets atteints du diabete de type 1) comporte 717 sujets et
le groupe des témoins est constitué de 959 sujets.

Les sujets de notre population d’étude sont répartis au hasard entre différentes régions
de la wilaya de Tlemcen.

2. Le recrutement des sujets

Cette étude analytique, rétrospective s’est déroulée entre 2015 et 2019 au niveau des
différents centres hospitaliers de la wilaya de Tlemcen.
Notre population d’étude (cas-témoins) a été recrutée auprés des enfants, adolescents, jeunes
adultes, adultes aprés avoir obtenu I’accord des adultes et celui des parents des sujets agés de
moins de 19 ans.

3. Le recueil des données
Le recueil de données s’est fait pour une partie via un questionnaire en interrogeant les

parents des enfants et des adultes, pour une autre partie a partir des données des dossiers
médicaux.

3.1. Le questionnaire

Les renseignements ont été notés de maniére a rassembler les données de chaque patient
qui sont d’ordre sociodémographiques, anthropométrique, antécédents familiaux, antécédents
personnels, le type d’allaitement, les antécédents aux infections virales(voir questionnaire).

3.2. Le dossier médical

Le dossier médical a servi de support pour les informations qui ont contribué a
I’¢élaboration et au suivi du diagnostic et du traitement et ceux d’ordre biologique et clinique.

4. Critéres d’évaluation des malades

Tous les patients diabétiques qui se présentaient pour un contréle médical au niveau du
service de pédiatrie ont été invités a participer a cette étude.

4.1. Critére d’inclusion

- L'étude a inclus tous les patients présentant un diabéte de typel qui a été diagnostique par
des spécialistes selon les criteres de 1I’American Diabetes Association (ADA, 1997) et
OMS (OMS,2011) et les recommandations en matiére de diagnostic, dépistage et
classification du diabéte, approuvées par le NIH et par 'OMS ont été retenues, a savoir :
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- La présence des symptomes classiques d’hyperglycémie et d’une analyse de sang
anormale. Glycémie (concentration plasmatique de glucose) >126 mg/dl) et par un autre
test, appelé HbA1C, est fait pour renseigner sur la qualité de 1’équilibre métabolique au
cours des 2 ou 3 derniersmois et pour orienter la prise de décisions thérapeutique.

- Patients qui acceptent de faire un prélévement sanguin.

4.2.Critére de non inclusion

Patients qui refusent de participer a 1’étude.
Patients refusant de faire un prélévement sanguin.

5. Critéres d’évaluation des témoins

Les sujets témoins sont retenus comme tel si leur taux de glycémie est inférieur a 1,26g/I
et s’ils n’avaient jamais recu d’hypoglycémiants.

5.1. Critéres d’inclusion

Sujets des deux sexes, résidants a Tlemcen.
Sujets saints ne developpant aucune pathologie.

5.2. Critéres de non inclusion

Sujets atteints d’une pathologie autoimmune.
Sujets prenant des medicaments au moment du prélévement (corticoides)
Sujets refusant de faire un prélevement sanguin

6. Prélevements et parameétres étudiés.

Les prelevements sanguins des sujets ont été réalisés par les professionnels de la santé, le
sang a éte collecté dans des tubes EDTA.

Les tubes EDTA ont été utilisés car PTEDTA est un anticoagulant et inhibiteur des
nucléases par séquestration des ions magnésium Mg2+bloguant ainsi leurs activités et de ce
fait,on obtient de I’ADN intact permettant la récolte d’une banque d’ADN.

Les numérations globulaires, y compris la numération des globules blancs et les
différentiels, I'némoglobine, les plaquettes ont été analysés en utilisant I'analyseur
d'’hématologie automatisé Beckmon Coulter 750 par méthode d'impédance.

Les parametres du profil lipidique ont été analysés a l'aide de Roche Modular P800 en
utilisant des méthodes standard. Les taux de cholestérol total (CT), de TG et de HDL-C ont été
mesurés. Les taux de LDL-C ont été calculés par la formule de Friedewald en utilisant les
données lipidiques disponibles (Warnick et al., 1990).
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6.1. Les variables d’intéréts

Les variables recueillies se subdivisent en deux catégories : les variables qui servent a
I’analyse comparative et les variables propres a la description de I’échantillon.

Les variables servant a I’analyse comparative sont :

Consanguinite.

Les antécédents familiaux de diabete, de type 1 et de type 2.

Les antécédents par rapport a I’allaitement (maternel, artificiel, mixte).
Les antécédents par rapport aux infections virales.

Le profil hématologique et lipidique

YV V VY

Les variables propres a la description de I’échantillon sont :

Géographie

La tranche d’age.

Le sexe.

Le type d’habitat (maison collective, individuelle).

La glycémie a jeun, I’age de révélation du diabéte et I’hémoglobine glyquée.
Indice de masse corporelle (IMC).

YV VVVYVYY

7. Extraction de PADN par la technique NaCl (salting out).

L’ADN a été extrait par la technique de relargage des protéines a force ionique ¢levée
dénommeée salting out (Miller et al., 1989) (par le chlorure de sodium NaCl) qui présente
I’avantage de ne pas avoir un risque de toxicité par des produits dangereux comme le phénol en
plus de sa rapidité et facilité.

7.1. Techniques d’extraction
7.1.1. Lyse des globules rouges

Le sang initialement décongelé est mélangé a wune solution hypotonique
TE10/10(Tris/HCIZLOmM, EDTA 10mM ;pH=8,0). Les tubes sont mis dans la glace pendant 30
minutes (I’action conjuguée du Tris et du froid provoque un choc hypotonique qui éclatera la
membrane des globules rouges) puis centrifugiés a 2500 tours/mn pendant 15 mn. La
centrifugation permettra la séparation des débris de globules rouges contenus dans le
surnageant du culot de globules blancs précipités au fond du tube. Apres élimination du
surnageant, Ce lavage est répété en centrifugeant a 3000 tours/mn pendant 15mn jusqu'a
I’obtention d’un culot blanchéatre correspondant aux globules blancs dépourvus de globules
rouges.
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7.1.2. Lyse des leucocytes

Le culot de globules blancs est traité par 5ml de solution de lyse de globules blancs
(Tris/THCILOmM, EDTA 0,1M et SDS 0,5% ; pH=8,0) et 125ul de protéinase K pour digérer
lesprotéines associées a I’ADN nucléaire. Aprés homogénéisation, le mélange est incubé au
bain marie a 37°C pendant une nuit.

L’action combinée de ’EDTA (chélateur d’ions bivalents, inhibiteur de I’activité des
DNases) et celle de SDS (un puissant détergeant qui lyse les membranes cellulaires) qui
provoqueront la dissociation des acides nucléiques.

7.1.3. Precipitations des protéines.

Deux millilitres de NaCl 5M sont ajoutés dans chaque tube et mélangés vigoureusement.
Apres une centrifugation de 4000 tours/mn pendant 10 minutes, le surnageant contient
I’ADN et le culot renferme les débris cellulaires, protéiques.

7.1.4. Précipitation de PADN.

Apres récupération du surnageant, deux volumes d’éthanol absolu froid est rajouté dans
chaque tube suivis d’un retournement de tube qui apprétera I’ADN sous forme d’un filament
d’ADN (une méduse visible a I’ceil).

La méduse d’ADN est ensuite lavée avec une solution d’éthanol a 70% afin d’éliminer
les traces de sels puis la séchée et la récuperée dans un tube Eppendorf contenant 100 a 600ul
de TE10/1(Tris/HCI 10mM et EDTA 1mM ;pH=8,0) selon la taille de la méduse.

Pendant 24h, les tubes seront mis sous agitation douce a une température ambiante,
ensuite a 4 °C pour quelques jours.

7.2.  Dosage et contréle de qualité de PADN.

La méthode de spectrophotométrie est utilisée pour quantifier ’ADN en mesurant la
densité optique a la longueur d’onde de 260nm pour des solutions diluées au 1/100 (20ul de
I’échantillon, 1980 pl d’eau distillée). Sachant que I’ADN a un spectre d’absorption en U.V
maximum a 260 nm, ce spectre d’absorption est proportionnel a la concentration de I’ADN
sachant qu’une unité de densité optique a 260 nm équivaut a 50 ug/mL d’ADN double brin
[ADN]=DO 260*facteur de dilution*50).

Afin de déterminer une éventuelle contamination par les protéines, la deuxiéme lecture
est effectuée a une longueur d’onde de 280 nm.

Pour identifier la pureté de I’ADN, le rapport de DO 260nm/280nm est calculé. Cette
valeur doit étre proche de 1,8 reflétant un ADN correctement purifié.
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8. Etude du polymorphisme HLADR3/DR4
8.1. Génotypage des alleles HLADR3/DR4 par sonde Tagman

Le génotypage par la méthode Tagman permet un criblage rapide des SNPs d’intérét.
Cette technique a été réalisée avec le thermocycleur Biorad CFX384 Touch Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad) au niveau de I’institut Cochin (Inserm U1016- Université de
Paris) par I’équipe du professeur Cécile Julier.

La technique Tagman utilisée pour le génotypage utilise deux sondes fluorescentes : une
sonde complémentaire de I’allele 1 marquée en 5’ par le fluorophore FAM (excitation a 495
nm/émission a 515 nm) et une sonde complémentaire de 1’allele 2 marquée en 5’ par le
fluorophore VIC (excitation a 535 nm/émission & 555 nm). Au cours de la réaction en chaine
d’amplification (PCR, Polymerase chain reaction), les sondes fluorescentes s’hybrident a la
séquence qui leur est complémentaire. Lorsque la Taq (Thermusaquaticus) polymérase
synthétise le brin d’ADN complémentaire, elle clive ces sondes grace a son activité 5’
exonucléasique libérant ainsi le fluorophore et permettant son émission de fluorescence qui peut
étre quantifiée (Figure 1).
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Figure 1. Principe de la méthode de génotypage par sondes Tagman (AppliedBiosystems).

1. Apres dénaturation, il y a hybridation des amorces (primers) et de la sonde alléle-
specifique qui contient un fluorophore FAM (Dye 1) ou VIC (Dye 2) ainsi qu’un quencher,
qui du fait de sa proximité empéche le fluorophore d’émettre son signal (principe de la
méthode FRET, Fluorescence ResonanceEnergy Transfer).

2. Elongation grace a la DNA polymeérase et libération du fluorophore indépendamment du
quencher
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3. Emission de fluorescence FAM ou VIC selon le génotype de I’individu et détection du
signal

8.2. Réaction PCR

Les réactions ont été réalisées dans un volume final de 3 pl : 1 pul de Master Mix
(AppliedBiosystem), 0,0375 ul de sondes (Applied Biosystem), 1 ul d’ADN a une
concentration de 5 ng/ul et complété avec de 1’eau. Le programme de PCR était le suivant :
92°C-10 sec + (92°C-15 sec +60°C-60 sec + lecture plaque) x (40 a 60 cycles) + 72°C -30 sec
(courbe de fusion). Les génotypes sont assignés a I’aide du logiciel Bio-Rad CFX Manager 3.1
en fonction de la fluorescence pour chaque alléle (Figure2).
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Figure 2. Capture d’écran des résultats obtenus sur le logiciel Bio-Rad CFX Manager 3.1
pour le génotypage par sondes Tagman d’un SNP. Chaque symbole de couleur représente un
sujet genotypé : les cercles oranges correspondent aux sujets homozygotes pour I’alléle 1
(émission du fluorophore FAM), les carrés bleus aux sujets homozygotes pour 1’alleéle 2
(émission du fluorophore VIC), les triangles verts aux sujets hétérozygotes pour les alleles 1
et 2 (émission des deux fluorophores). Les losanges noirs représentent les témoins négatifs
(sans matrice) (émission de fluorescence sous le seuil).

8.3 Génotypage des SNPs rs2187668 et rs3104413 taggant HLADR3/DR4

Les SNPs rs3104413 (C/G) et rs2187668 (A/G) SNP ont été génotypés en utilisant
Human Custom TagMan Genotyping Assays 409 (Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA,
USA) au niveau du Centre de recherche sur le diabéte- Institut Haris Perkins en Australie
mené par I’équipe du professeur Grant Morahan.
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Les réactions ont été réalisées dans un volume total de 5 pl, en utilisant 2 ng d'ADN
génomique, TagMan Genotyping Master Mix 19 (Thermo Fisher Scientific), et Custom
TagMan Genotyping Assay 19.
Les plaques ont été positionnées dans un thermocycleur PCR en temps réel (ViiA7 Systéeme
de PCR en temps réel ; Thermo Fisher Scientific) et chauffé pendant 10 min a 95 °C, suivi de
50 cycles de 95 C pendant 15 s et 60 °C pendant 1 min.

9.Analyse immunoinformatique pour la détermination des épitopes viraux.
9.1. Programmes et bases de donnees utilises
9.1.1. NCBI (ProteinDatabase)

Dans un premier temps, nous avons téléchargé les séquences protéiques de la base de
données des protéines disponibles sur le site du NCBI " National Centrefor Biotechnology
Information "https://www.ncbi.nIm.nih.gov/protein/.

Pour le virus de la varicelle, nous avons sélectionné les protéines du virus HHV3, pour le
virus de la rougeole, nous avons sélectionné I'némagglutinine glycoprotéine pour la souche
Edmonston et Hsp60 d'Homo sapiens.

9.1.2. Blast

Le Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) trouve des régions de similarité locale
entre les sequences de protéines et calcule la signification statistique des correspondances. Les
séquences des protéines virales choisies ont été comparées a leur similarité avec la protéine
humaine a l'aide du programme BLAST (Altschul et al. 1990) du serveur NCBI. Sur la base des
résultats de BLAST, nous avons trouvé différentes séquences peptidiques qui étaient similaires
entre les protéines humaines et virales, qui ont été sélectionnées pour I'analyse des liants et des
non liants pour les alleles HLA de classe 11 : HLA-DR. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi

9.1.3. LALIGN

Lalign de William Pearson est un programme danalyse de séguence
(https://embnet.vital-it.ch/software/LALIGN_form.html). 1l trouve de multiples sous-segments
correspondants dans deux séquences. Le programme lalign met en ceuvre I'algorithme de Huang
et Miller (Huang 1991).

9.2. Etablissement des liants et des non liants
9.2.1. Outil d'analyse IEDB

Le logiciel IEDB (Immune EpitopeDatabase) permet de prédire les peptides qui se lient
aux molécules du CMH de classe Il (http://www.iedb.org/) (Kolaskar et Tongaonkar 1990).

Nous avons utilisé la méthode recommandée par I'IEDB car elle essaie d'utiliser la
meilleure méthode possible pour une molécule de CMH donnée. La méthode recommandée par
I''EDB utilise I'approche Consensus, combinant NN-align (Nielsen et Lund 2009), SMM-align
(Nielsen et al. 2007), CombLib (Sidney et al. 2008) et Sturniolo (Sturniolo et al. 1999) si un
prédicteur correspondant est disponible pour la molécule, sinon NetMHClIpan est utilisé
(Andreatta et al. 2015).

L'outil analyse les séquences de protéines d'entrée en 15 mers et prédit l'affinité de
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liaison pour chaque peptide. Il compare ensuite I'affinité prédite pour chaque peptide a celle

d'un large ensemble de peptides sélectionnés au hasard pour déterminer son rang centile. La
methode du Consensus utilise le rang médian des trois méthodes constitutives. Sachant que le
seuil recommandé pour la liaison au CMH 11 (rang percentile du Consensus IEDB) est de 10,
nous ne sélectionnons que les peptides qui ont une affinité de liaison avec les molécules du
CMH de classe Il. Le serveur web peut étre consulté librement par I'URL
http://tools.iedb.org/mhcii/ (Wang et al. 2008 ; Wang et al. 2010).

9.2.2.Alleles utilisés dans I'étude

Les protéines du CMH humain, également connues sous le nom d'antigénes
leucocytaires humains (HLA), sont des glycoprotéines qui fixent de petits fragments
peptidiques, ou épitopes, provenant de protéines pathogenes et hotes et les présentent a la
surface cellulaire pour étre reconnus par les lymphocytes T (Atanasova et al. 2011). L'activation
des cellules T CD4+ helper est essentielle au développement de I'immunité adaptative contre
les agents pathogénes (Rosenberg et al. 1997). Une étape critique de I'activation des cellules T
CDA4+ est la reconnaissance des épitopes présentés par les molécules du CMH de classe Il
(Rudolph et al. 2006).

Les protéines du CMH de classe Il sont également codées par trois loci : HLA-DR,
HLA-DQ et HLA-DP. Le site de liaison peptidique des protéines de classe 11 est ouvert, formé
par deux chaines protéiques distinctes : a et B (Janeway et al.1999).

Les alleles HLA de classe Il choisis pour la prédiction in silico prédisposent fortement
les enfants diabétiques caucasiens et quisont DR3 (DRB1 *03:01) / DR4 (DRB1 * 04 : 01/02
/ 04/05 / 08) (Honeyman et al. 1997) et I’haplotype DRB1 * 15 : 01-DQ A1 * 01 : 02-DQB1 *
06 : 02(DR2) qui protége les caucasiens contre le DT1 (Noble et Valdes, 2011).

La détermination expérimentale des motifs pour chaque alléle est prohibitive en termes
de temps et de ressources. La seule alternative pratique est d'utiliser une approche
bioinformatique.

9.2.3.L'auto-antigéne

Les études chez les diabétiques de type 1 visant a identifier les épitopes des cellules T
autoreactives se sont concentrées autour de quatre protéines : proinsuline (Pl), GADG65, I-A2 et
ZnT8 (Di Lorenzo et al. 2007) car elles sont les cibles principales des auto-anticorps. En outre,
d'autres contributeurs identifiés complétent la gamme connue d'épitopes CD4 provenant de la
protéine de choc thermique (Hsp)-60 (Juwono et Martinus 2016) et de la protéine liée a la
sous-unité catalytique de la glucose-6-phosphatase (IGRP) spécifique a I'ilot (Mukherjee et al.
2005) ainsi que de la Hsp70 chez I'hnomme (Abulafia-Lapid et al. 2003).

9.2.4.Antigenes viraux

Les glycoprotéines du VZV induisent de fortes réponses immunitaires humorales tant
chez les individus infectés naturellement que chez les personnes vaccinées contre la varicelle
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ou le zona (Dubey et al., 1988 ; Weinberg et al., 2009).

La guérison de la varicelle est associée au développement d'une immunité & médiation
cellulaire T spécifique du VZV (Arvin et al., 1986). Des cellules T effectrices et mémoires
specifiques du VZV ont été identifiées (Patterson-Bartlett et al. 2007 ; Sadaoka et al. 2008).
Ces cellules reconnaissent des épitopes des produits géniques de IE62, IE63, ORF4 et ORF1

des glycoprotéines de surface gB, gC, gE, gH et gl (Arvin et al. 1986 ; Diaz et al. 1989 ; Arvin
et al. 2002).

L'hémagglutinine, glycoprotéine de la rougeole, est responsable de la liaison aux
récepteurs cellulaires des cellules hotes cibles. La molécule d'activation lymphocytaire (SLAM)
exprimée sur les cellules du systeme immunitaire et la nectine4 exprimée aux jonctions
adhérentes dans les épithéliums fonctionnent comme les principaux récepteurs de la rougeole
(Tatsuo et al. 2000 ; Takeda et al. 2011).

Des études ont montré que les anticorps spécifiques de la protéine H sont principalement
responsables de la protection contre l'infection par la rougeole (de Swart et al. 2005 ; de Swart
et al. 2009). De plus,les résultats de de Swart indiquent que les anticorps spécifiques de la
proteine H sont le principal corrélat de la neutralisation du virus de la rougeole induite par la
vaccination (de Swart et al. 2005).

9.3. Profil de sécrétion des cytokines

9.3.1. 1l4Pred

Le serveur web IL4Pred discrimine les peptides inducteurs et non-inducteurs d'IL-4.
Uniquement les peptides qui se lient aux molécules HLA ont été introduits. Il est disponible
gratuitement a 'URL : https://webs.iiitd.edu.in/raghava/il4pred/ (Dhanda et al. 2013a).

9.3.2. IFNepitope

Le serveur web IFNepitope disponible  gratuitement a [I'URL
http://osddlinux.osdd.net/raghava/ifnepitope/index.php nous a permis de discriminer les
peptides producteurs d'IFN-y des peptides négatifs (Dhanda et al. 2013b).

9.4. Prédiction de la structure 3D des peptides homologues

PEP -FOLD est une approche qui prédit les structures peptidiques a partir de séquences
dacides aminés entre 9 et 36 résidus. Il est disponible gratuitement sur
L’URL.http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/(Thevenet et al. 2012).

Les propriétés stéréochimiques des modeéles prédits ont été extraites du serveur
RAMPAGE http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php, qui fournit des informations
précises sur les résidus présents dans les régions favorisées. Nous retenons les modéles prédits
en considérant un score en pourcentage (> 75%) de résidus présents dans la région favorisée.
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9.5. Etablissement du mimétisme structurel

TMe-align est un algorithme de comparaison de structures de protéines indépendant de la
séquence. Il génére une superposition optimale des deux structures construites sur
l'alignement détecté, ainsi que la valeur du TM-score (Zhang et Skolnick 2005). Nous
avons utilisé TM-score pour établir I'évaluation quantitative de la similarité structurelle des
peptides basée sur les valeurs RMSD) (Xu et Zhang 2010). Il s'agit d'un serveur web
disponible gratuitement via le site https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/.

10. L’analyse statistique

Les variables quantitatives ont été décrites par la moyenne *écart type et les variables
qualitatives par le nombre d’observation ainsi que le pourcentage a 1’aide du logiciel
excel/2007.

L’analyse statistique a éte réalisée avec le logiciel MINITAB/version 16 pour une analyse
de régression logistique afin d’identifier les variables explicatives qui sont liées au diabéte de
type 1 a ’aide des facteurs mesurés (la variable de réponse est ici notée Y, qui dénombre les
sujets diabétiques de type 1 et les temoins (T), (D) étant la valeur de référence).

Les variables quantitatives sont présentées en moyennex écart type et leurs comparaisons
ont été faites par le test de t de student, tandis que les variables qualitatives sont présentées en
valeurs absolues et/ou pourcentages (%) et comparer a I’aide du test chi-deux, pour chaque
test le seuil de significativite étant fixé a p=0,05.
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Chapitre 1 : Description de la population

1. Introduction

Le taux d’incidence du DT1 en Algérie était classé intermédiaire dans les années 2000, il
a été augmenté lors de ces dernieres années sachant qu’a Constantine (Algérie), une incidence
moyenne du DT1 de 14,33 a été enregistré en 2000-2004 alors qu’une étude épidémiologique
multicentrique, menée & Alger en 2011, a montré une incidence qui équivaut a 25 [1].

Une revue systématique menée par Diaz-Valencia et al a rapporté une augmentation de
I’incidence du DT1 chez les hommes que chez les femmes agées de plus de 15 ans dans 44 des
54 études considérées [2].

Les changements des tendances d’incidence du DT1 dans le monde soutiennent les
connaissances actuelles sur 1’étiologie du diabete de type 1 qui stipule que I’interaction des
facteurs génétiques et non-génétiques déclenchent la réaction auto-immune [3].

Cette augmentation de la prévalence du diabéte de type 1 induit en contre parti
’augmentation des complications du diabéte [4, 5]. Etant donné que la durée du diabéte
contribue grandement au developpement des complications, il est inquiétant de constater que
c’est les jeunes enfants qui sont touchés puisque le risque de maladie coronarienne et
d'infarctus aigu du myocarde est 30 fois plus éleve chez les patients diagnostiqués avec un
diabete de typel agés de moins de 10 ans [6].

Dans la présente étude, on a etabli des caracteristiques anthropométriques et biologiques
qui vont nous permettre d’étudier pour les prochains chapitres I’étiopathologie du DT1 dans
notre population en premier lieu et en deuxiéme lieu d’établir les profils hématologiques et
lipidiques associes aux complications du diabéte.

2. Matériel et méthodes

Il's’agit d’une étude descriptive portée sur une population de 717 diabétiques de type 1 et
959 témoins. Les enquétes ont été conduites entre 2015 et 2019 au niveau de la ville de Tlemcen.
Différents caracteristiques anthropométriques et biologiques ont été rapportées.

Les diabétiques de type 1 ont été inclus a 1’étude suite au diagnostic établi par les
specialistes selon les recommandations de 1’ American Diabetes Association [7] et FOMS [8].

Les témoins ont été recrutés parmi les enfants, adolescents, jeune adultes et adultes ayant
consultés pour un motif autre que les pathologies auto-immunes.

Le recueil des données anthropométriques et biologiques a été rapporté a partir du
questionnaire et/ou du dossier médical.
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3. Analyses statistiques

Les données ont été traitées par le logiciel Excel 2007. Les résultats sont présentés en
nombre d’observation et en pourcentage pour les variables qualitatives et en moyenne +écart
type pour les variables quantitatives.

Le logiciel MINITAB/version 16 nous a permis d’établir la comparaison entre les
variables quantitatives par le test de « t » de student alors que les variables qualitatives ont été
comparées a I’aide du test chi-deux, pour chaque test le seuil de significativité étant fixé a
p=0,05.

4. Reésultats

Notre étude est réalisée sur un échantillon de 1676 individus dont 717 diabétiques de type
1 et 959 témoins répartis aux hasards sur trois zones d’études : la plaine, les monts et littoral de
la wilaya de Tlemcen. Les sujets diabétiques et témoins sont issus majoritairement des plaines
(78.66% vs 84.88%) respectivement alors que 19.94% des diabétiques sont issus des monts
de Tlemcen contre 12.20% pour les témoins par ailleurs une minorité d’entre eux est issue du
littoral de Tlemcen dont 1.40 % des diabétiques et 2.92% de témoins (tableaul).

L’age moyen des diabétiques recrutés est de 22 ans +15 ans et celui des témoins est de 26
anst18ans. L’age moyen de la survenue du diabete est de 5 ans +4 ans.

Pour la répartition des tranches d’age, les adultes dont 1’age est supérieur a 25 ans sont
les plus majoritaires tant tot pour la population des diabétiques (33.61%) que pour la population
des témoins (45.15%).0n note aussi une légere différence de fréquence des sujets diabétiques
adolescents agés entre 11-19 ans (30.68%) comparant aux témoins (18.04%).

D’autre part, la population des diabétiques et celle des témoins sont équilibrées en
nombre d’enfants agés entre 0-10 ans (24.69% vs 23.25%) et en nombre de jeunes adultes
(20-25 ans) (11.02% vs 13.56%).

Pour la répartition des sexes, le nombre de sujets diabétiques de sexe masculin s’éléve a
326 soit 45.47% contre 391 sujets de sexe féminin soit 54.53%.

Concernant le type d’habitat, la plupart des sujets diabétiques et témoins occupent des
maisons collectives soit (70.56% contre 90%) respectivement alors que le reste occupe des
maisons individuelles (29.44% contre 10%).

Dans notre population d’étude, la population des diabétiques et celle des témoins
présentent généralement un indice de masse corporelle (IMC) normal compris entre [18-25
kg/ m?] leurs fréquences respectives sont équivaut a (46.04% vs 43.84%).

27



Résultats et Discussion Chapitre 1

Parmi les cas, ona 30.22% d’individus (maigres) ayant un IMC inférieur a 18 kg/ m?
contre 39.73% chez les témoins.
Les fréquences des cas et témoins en surpoids (IMC compris [25-30 kg/ m?]) sont
respectivement égales a (11.15% contre 08.90%).

On note une différence de fréquence entre cas et témoins qui présentent une obésité
(IMC>30 kg/ m?) puisqu’on a retrouvé 12.59% de cas contre 07.53% de témoins (tableaul).

28



Résultats et Discussion

Tableaul. Les variables propres a la description de 1’échantillon.

Chapitre 1

Variables descriptives

Cas

Témoins

Nombre des cas

Nombre total

Nombre des

Nombre total

retrouvés descas  [témoins retrouvés des Témoins
Géographie
Plaine
564 (78.66%) 814 (84.88%)
Monts 143 (19.94%) 717 117 (12.20%) 959
Littoral 10 (1.40%) 28 (2.92%)
Moyenne d’age (ans) 22115 717 26x18 959
Meédiane (ans) 17 23
A
O_Qfo(:::) 177 (24.69%) 223 (23.25%)
11-19 ans 220 (30.68%) 17 173 (18.04%) 959
50.95 s 79 (11.02%) 130 (13.56%)
0, 0
S2E ans 241 (33.61%) 433 (45.15%)
Sexe
Masculin 326 (45.47%) 717 339 (35.35%) 959
Feminin 391 (54.53%) 620 (64.65%)
Age de survenu du DT1 544 717 / /
(ans)
Type Collectif | 163 (70.56%) 231 81 (90%) 90
d’habitat . 68 (29.44% 9 (10%
apitats Individuel ( 2 (10%)
Indice de <18
masse 84 (30.22%) 58 (39.73%)
corporelle [18-25] | 128 (46.04%) 278 64 (43.84%) 146
(IMC) [25-30] | 31 (11.15%) 13 (08.90%)
(kg/m?) [30-35] | 35(12.59%) 11 (07.53%)

kg/m2 : kilogramme/metre?
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Le tableau 2 indique que la fréquence des sujets diabétiques issus d’une famille
consanguine (34.73%) est significativement plus élevée que celle des témoins qui est égale a
27.01%. Le taux de consanguinité dans notre population d’étude est égal a 30.31%.Cette
différence est statistiquement significative avec un p-value= 0,000.

Pour les antécédents familiaux du diabete de type 1, on a retrouvé une fréquence de
50.77% % pour les diabétiques qui est plus élevée a celle des témoins qui est égale a 46.82%
néanmoins cette différence n’est pas significative.

D’autre part, on remarque que 68.97 % des cas ont des antécédents familiaux du diabéte
de type 2 qui est significativement plus élevé comparant aux témoins (47.73%) avec un p-
value= 0,001.

La fréquence des sujets diabétiques qui ont été allaités uniqguement au sein (54.25%) est
plus importante que celle des témoins 41.80%. La fréquence des sujets diabétiques ayant
bénéfici¢ d’un allaitement au lait de vache est inférieure a celle des témoins (18.87%% vs
27.05%. Pour les sujets diabétiques ayant recu un allaitement mixte (entre lait maternel et lait
de vache) leur fréquence est de 26.89% contre 31.15% pour les témoins mais aucune différence
significative n’a été enregistrée puisque le p-value est égale a p = 0,071.

Concernant les antécédents d’infections virales, on a identifi¢ un pourcentage ¢levé de
diabétiques ayant contractés le virus de la varicelle (42.07%) par rapport aux sujets témoins
(31.82%) sans que cette différence ne soit significative (p=0,118).

Par contre on a retrouvé une fréquence moindre de diabétiques ayant contractés la

rougeole (19.31%) en comparaison avec celle des témoins (25%), cette différence n’est pas
significative statistiguement (tableau2).
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Tableau 2. Les variables servant & I’analyse comparative.

Chapitre 1

Variables servant a I’analyse

. Cas Témoins p-value
comparatlve
Consanguinité p =0,001
249 (34.73%) 717 | 259 (27.01%) | 959
Degré de 1 p = 0,000
consanguinité
2 90 (12.55%) 129 (13.45%)
717 959
3 151 (21.06%) 128 (13.35%)
8 (11.16%) 2 (0.21%)
Antécédents familiaux de p=0,110
DT1 364 (50.77%) 717 | 449 (46.82%) | 999
Antécédents familiaux de p =0,001
DT2 100 (68.97%) 145 | 42 (47.73%) 88
_ Maternel | 115 (54.250) 51 (41.80%)
Allaitement _ p=0,071
Artificiel | 40 (18.87%) 212 | 33(27.05%) | 122
Mixte 57 (26.89%) 38 (31.15%)
Antecedent | Varicelle | o) ) 1705 145 | 28(31.82%) | 88 |p=0,270
d’infections
virales Rougeole | »g (19.3106) 145 22 (25%) 88
Antecedent | presence | 61(42.07%) | 145 | 28(3L82%) | 8 | p=0118
d’infection par
la varicelle Absence 84(57.93%) 145 60(68.18%) 88
Antécédent | prasence | 28(19.31%) | 145 | 22 (25%) 88 | p=0.305
d’infection par
la rougeole Absence 117 (80.69%) 145 66 (75%) 88
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Dans cette population d’étude, les diabétiques inaugurent en moyenne la maladie a I’age
de 5+ 4 ans. La moyenne de I’hémoglobine glyquée est égale a 9.22 %+2%.

La moyenne de la glycémie a jeun est supérieure dans la population diabétique
1.86+1.04 g/l par rapport a celle des témoins 0.89+0.16 g/l (tableau3).

Tableau 3. Les parametres du bilan glucidique.

Parametres Cas Témoins
717 59
Age o!e r(\evelatlon du 5+4 /
diabete (ans)
Hémoglobine glyquée
HbALC (%) 9.22+2 /

Le taux de la glycémie a
jeun (g/l) 1.86+1.04 0.89+0.16

g/L : gramme/Litre

L’¢étude des paramétres lipidiques des cas et des témoins n’indique aucune différence
significative pour le taux de cholestérol total et de triglycéride. Cependant on constate une
différence significative ente la moyenne du cholestérol-LDL sans que cette derniére ne dépasse
le seuil normal qui est de 1.3g/l mais les témoins ayant un taux plus élevé en cholestérol-LDL
(LDL-C) sont plus nombreux (11.86%) par rapport aux cas (1.94%). D’autre part la moyenne
du cholestérol-HDL (HDL-C) est significativement élevée comparativement a celle des
diabétiques (tableau 4).
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Tableau 4. Les parametres du bilan lipidique des cas et des témoins

Chapitre 1

Parameétres Cas Témoins p-value
103 59
Moyenne- écart type 1.60+0.35 1.56+0.34 P=0,477
Cholesterol Individus avec un taux 92 (89.32%) 54 (91.53%)
Total normal B
(g/L) Individus avec un taux P=0,651
Sleve 11(10.68%) 5 (8.47%)
Moyenne- écart type 1.25+0.55 1.12+0.39 P = 0,082
Triglycéride |  'MdIVidus avec un taux 61 (59.22%) 20(49.15%)
normal _
(g'L) Individus avec un taux P=0214
Sleve 42 (40.78%) 30 (50.85%)
Moyenne- écart type 0.95+0.29 0.82+0.32 P=0,011
LDL-C Individus avec un taux 101 (98.06%) 52 (88.14%)
normal
(@/L) Individus avec un taux P=0,008
Xlovs 2 (1.94%) 7 (11.86%)
Moyenne- écart type 0.40+0.06 0.50+0.23 P=0,002
HDL-C | Individus avec un taux 0 0
(/L) normal 60(58.25%) 40(67.80%) P=0,229
Individus avec un taux bas 43(41.75%) 19(32.20%)

g/L : gramme/Litre
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Chapitre 1

Les autres variables du bilan lipidique et hématologiques (tableau 5,6) sont étudiés dans les
chapitres 5 et 4.

Tableau 5. Les parametres du bilan lipidique des diabétiques avec et sans complications

macrovasculaires.

Parameétres Cas avec Cas sans p-value
complications complications
macrovasculaires macrovasculaires
22 81
Moyenne- écart type 1.80+0.38 1.55+0.32 P=0.008
Cholestérol Individus avec un taux 16 (73%) 76 (94%)
Total normal
(g/L) Individus avec un taux 5 @7%) 5 %) P=0.004
élevé 0 0
Moyenne- écart type 1.45+0.65 1.19+0.5 P =0.093
Triglycéride | 'Mdividus avec un taux 8 (36%) 53(65%)
normal
(/L) Individus avec un taux P=0.014
Slevé 14 (64%) 28(35%)
Moyenne- écart type 1.05+0.35 0.93+0.27 P=0.147
LDL-C Individus avec un taux 21 (95%) 80(99%)
normal
@/L) Individus avec un taux P=0.114
Slevé 1 (5%) 1(1%)
Moyenne- écart type 0.42+0.06 0.4+0.058 P=0.172
HDL-C Individus avec un taux 14 (64%) 46(57%)
normal
(@/L) Individus avec un taux P=0.564
bas 8(36%) 35(43%)

g/L : gramme/Litre

34




Résultats et Discussion

Tableau 6. Paramétres hématologiques associés au DT1

Chapitre 1

Paramétres Cas Témoins
. . Taux p-value
hématologiques 410 690
Taux normal 200 (48.78%) 593 (85.94%)
Les globules
blancs Taux bas 55 (13.41%) 19 (2.76%) p=0.0001
9
(GBX10TL) ™ Taux@levé | 155 (37.81%) | 78 (11.30%)
Monocytes Taux normal 211 (51.46%) 515 (74.64%)
(x 10°/L) Taux bas 11 (2.68%) 39 (5.65%) p=0.033
Taux éleve 188(45.86%) 136 (19.71%)
Eosinophiles Taux normal 166 (40.49%) 641 (92.90%
(x 10%/L) Taux bas 244(59.51%) 49 (7.10%) p=0.0001
Taux normal 155 (37.80%) 603 (87.39%)
Hématocrite (%) Taux bas 233 (56.83%) 78 (11.30%) p=0.000
Taux élevé 22 (5.37%) 9 (1.31%)
Vitesse de Taux normal 33 (8.05%) 175 (25.36%)
sédimentation a
1h/mm o p=0.032
Taux élevé 377(91.95%) 515 (74.64%)
(VS 1h/mm)
Numeration Taux normal 355(86.59%) 690(100%)
Plaquettaire
9 p=0.002
(x 10°L) Taux bas 55(13.41%) 0(0%)
Volume Taux normal 266 (64.88%) 603 (87.39%)
plaquettaire
moyen
p=0.006
(VPM) Taux élevé 144(35.12%) 87(12.61%)
(fL)

10%/L: giga/Litre ; fL :femtolitre
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5. Discussion

L’étude descriptive a permis d’établir le profil de la population en étudiant des variables
descriptives qui regroupent I’anthropométrie, la géographie et des variables comparatives qui
étudie les facteurs de risque au diabete déja rapporter par la littérature tel que la consanguinité,
les antécédents familiaux au diabéte, le type d’allaitement et les antécédents aux infections
virales.

La population regroupe majoritairement des diabétiques et témoins habitants les monts
et les plaines de Tlemcen.

La particularité de I’étude réside dans 1’age auquel les diabétiques inaugurent le diabéte
qui est de 5 £ 4 ans significativement diminué comparativement a la moyenne de 7,5 + 4,0 ans
enregistré pour la période 2012-2014 dans 1’étude épidémiologique menée a Oran (extréme
ouest Algérien) et significativement bas par rapport a la moyenne de 8,9 + 3,8 ans retrouvé en
2002-2004 [1]. Ceci conforte les résultats de 1’étude de Dali et Benmensour menée au niveau
de la ville de Tlemcen qui rapporte que I’exposition au diabete de type 1 se situe au niveau du
passage du stade nourrisson (age < 2 ans) et au stade enfants-adolescents (2 a 21ans) [9].

En ce qui concerne le sexe ratio, on a constaté que les sujets de sexe féeminin sont plus
importants comparant a ceux de sexe masculin contrairement a I’étude de Dali et Benmensour
qui ont démontré qu’un enfant de sexe masculin a un risque d’exposition au diabéte multiplié
par 1.63 par rapport a un sujet féminin [9].

D’autre part, la majorité des diabétiques habitent les maisons collectives, ceci dit, il a
été retrouvé que ce type d’habitat est un facteur d’exposition au diabéte de type 1[9].

En effet, ’obésité est malheureusement en expansion chez les enfants dans de nombreux
pays du monde ; a cette constatation inquiétante, on explore la part des diabétiques en
surpoids ou en obesité qui sont plus nombreux comparant aux témoins, cependant cette
différence n’est pas significative.

Néanmoins, 1’étude de Wilkinat al a rapporté que plus 'IMC d’un enfant est élevé plus
il inaugure le diabéte t6t [10], cependant ceci n’a pas été confirmé par les études de Betts et al
et I’étude de Porter et Barrett [11, 12 ].

Les arguments en faveur de la part de la consanguinité dans la survenue du diabéte de
typel sont effectivement étayés. La consanguinité est indéniablement liée a la transmission du
diabéte de type 1 dans notre population d’étude [9, 13].

Cette association a été retrouvée dans la population Finlandaise ou les apparentés au
premier degré avaient 15 a 20% plus de risque de développer un DT1 par rapport a la population
générale [14].
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A propos de I’hérédité, I’étude univariée a montré que seul les antécédents familiaux au
diabéte de type 2 sont associés au diabete de type 1 prouvant que ’hérédité a la maladie est
depuis longtemps indiscutable [15].

L’étude univariée montre que le type d’allaitement n’est pas associée au diabéte de type
1sachant que I’allaitement maternel exerce un effet protecteur contre la survenue de la maladie
puisque le lait contient une variété de composants immuno-actifs et des cellules immunitaires
viables [16] Les effets bénéfiques de l'allaitement maternel se poursuivent aprés le sevrage [
17,18].

La courte durée de I’allaitement maternel et la consommation prolongée du lait de vache
prédispose au diabéte de type 1 car l'introduction de protéines étrangéres dans la petite enfance
est nuisible a la maturation du systéme immunitaire de I’intestin et a l'auto-immunité des
cellules B [19]. Ceci a été affirmé par notre étude in silico menée par Benslama et al qui ont
retrouvé un mimetisme moléculaire entre BSA et BLG qui partagent une homologie de
séquence et de structure avec 1A2 et GADG65 pour les diabétiques ayant la susceptibilité
génétique HLADR3/DR4 [20].

Les antécedents aux infections virales ne s’avérent pas associer au diabéte de type 1 selon
I’étude univariée par contre 1’étude logistique et in silico detaillé dans le chapitre 3 a montré
que les antecédents aux infections virales représentent un facteur de risque au DT1 associé aux
antécédents familiaux aux diabétes.

L’¢tude des paramétres glucidiques indique une moyenne d’hémoglobine glyquée égale
a 9.22+2% qui est supeérieure a 8% témoignant d’une dose d’insuline insuffisante et/ou
d’erreurs dans le régime par contre une HbA1C supérieure a 10% est une preuve d’une
injection non- effectuée et d’un régime non-suivi [21].

Concernant le profil lipidique, on n’a pas relevé une particularité en comparant ces
parametres entre les cas et les témoins mis a part que la moyenne du taux de cholestérol-HDL
qui est significativement plus élevée comparant a celle des témoins. A cet effet, les données de
la littérature suggerent que plusieurs anomalies qualitatives des lipoprotéines sont décrites chez
les patients atteints de diabéte de type 1, notamment une augmentation du rapport
cholestérol/triglycérides dans les VLDL, une augmentation des triglycérides dans les LDL-C et
les HDL-C, des modifications de la composition de la couche périphérique des lipoprotéines,
la glycation des apolipoprotéines, une oxydation accrue des LDL-C et une augmentation des
particules sdLDL. Toutes ces anomalies peuvent étre athérogénes. En outre, les particules de
HDL-C des patients atteints de DT1 ont des propriétés antioxydantes et vasorelaxantes réduites
les rendant moins efficaces pour favoriser I'efflux du cholestérol hors des cellules [22] .

Les parameétres lipidiques chez la population de diabétiques ayant les complications
macrovasculaires en comparaison avec la population qui n’a pas inuguré ces complications et
les paramétres hématologiques associées au diabéte de type 1 seront discutés dans leurs
chapitres respectifs (chapitres 5 et 4).
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6. Conclusion

Plusieurs enseignements peuvent étre tirés de cette étude descriptive notamment 1’age du
diagnostic du diabéte qui est diminué comparant a la population Oranaise voisine.

On a réaffirmé I’association entre le diabéte de type 1 avec la consanguinité et les
antécédents familiaux au diabéte de type 2 dans la population de Tlemcen. Ceci nous méne a
identifier la composante génétique en commengant par 1’étude de le génotype de susceptibilité
HLA DR3/DR4 et I’identification des facteurs environnementaux qui déclenchent la réponse
auto-immune contre les cellules B pancréatiques.

L'hyperglycémie et la dyslipidémie retrouvées chez les diabétiques peuvent constituer
desfacteurs de risque important pour le développement des complications vasculaires chez les
patients diabétiques d’ou I’importance de 1’étude du profil lipidique et hématologique afin de
déceler les paramétres predicteurs des complications macrovasculaires. Ceci avantagera les
diabétiques car ces analyses sont peu couteuses.
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Chapitre 2 : Epidémiogénétique du DT1, génotype de prédisposition (HLADR3/DR4)
et gradient géographique de prédisposition
1. Résumé
Contexte/Objectif :

Le diabete de type 1 (DT1) est une maladie auto-immune multifactorielle dans
laquelle les genes de I'antigene leucocytaire humain (HLA) de classe 11 contribuent fortement
a la susceptibilité génétique. Notre étude vise a déterminer les génotypes a risque (HLADR3
etou DR4), identifier d’autres facteurs significaivement associés au DT1 et déterminer les
marqueurs alléliques par 1’étude des SNPs rs2187668 et rs3104413 taggant respectivement
HLADR3/DRA4.

Méthodes :

Il s'agissait d'une étude rétrospective (cas-témoin) réalisée a Tlemcen (extréme ouest de
I'Algérie). Les sujets comprenaient 162 patients atteints de DT1 et 181 témoins sains. Le typage
HLA classe Il a été réalisé selon la méthode Tagman. Le genotypage des SNPs rs2187668 et
rs3104413 taggant respectivement HLADR3/DR4 a été réalisé sur un échantillon de 98 cas
par la méthode TagMan (Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, USA). Toutes les
informations relatives a la maladie ont été recueillies a l'aide d'un questionnaire préétabli.

Résultats:

L'analyse descriptive de la composante génétique a montré une association significative
entre le génotype HLADR3/DR4 et le DTL1.

Le résultat de la régression nominale a révélé que les sujets porteurs du géenotype
HLADR3/DR4 ont deux fois plus de risque de développer le DT1.

Une association a été trouvée pour les sujets ayant au moins un allele HLADR3 et le
gradient géographique dont I’altitude est comprise entre 800 et 1400m de Tlemcen (des
monts de Tlemcen).

Concernant les polymorphismes SNPs marqueur des alléeles HLADR3/DR4, le génotype
GC dans le polymorphisme rs3104413 et le génotype GA dans le polymorphisme rs2187668
sont les plus retrouvés chez les diabétiques avec des fréquences respectives de 54.08% vs
47.96%.

Conclusions : Les génes HLA de classe Il contribuent a la prédisposition génétique au
DT1 par le génotype HLADR3/DR4. L’allele HLADR3 a été associé particulierement a la
région géographique (monts de Tlemcen).

Mots clés
DT1, Facteurs de risque, HLADR3/DR4, SNPs, Monts de Tlemcen,
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2. Introduction

Outre les génes de lantigéne leucocytaire humain (HLA) impliqués dans la
prédisposition au diabete de type 1, le gradient géographique semble d’une importance non
négligeable. En effet, certaines régions affichent une prévalence importante du DT1, en
opposition avec le gradient nord-sud habituellement observé : les pays scandinaves sont plus
touchés par le diabete de type 1 que le sud de I’Europe [1,2].

En ce qui concerne la composante génétique est principalement présentée par les genes de
classe Il HLA-DRB1 et HLA-DQB. Le risque de développer un DT1 chez les patients
caucasiens est conféré par I'naplotype DRB1 * 03: 01 (DR3) -DQAL * 05: 01-DQB1 * 02:01
(DQ2) et / ou I'haplotype HLA-DRB1 * 04 (DR4) - DQA1 * 03: 01-DQB1 * 03: 02 (DQ8), le
risque le plus élevé étant attribué aux personnes présentant le composant hétérozygote DR3 /
DR4 [3,4].

Cependant, 1’ haplotype HLA DRB1 * 15 : 01-DQAL * 01 : 02-DQB1 * 06 : 02, protége
contre le DT1 dans presque toutes les populations [5].

De plus, d'autres études suggerent que les caucasiens sont protégés par d'autres haplotypes
dont DRB1*11 :04-DQA1*05 :01-DQ B1*03 :01, DR B1*07 :01-DQA1*02 :01- DQB1*03 :
03, et DRB1 * 14 : 01-DQA1 * 01 : 01-DQB1 * 05 : 03 [4].

Dautre part, les études cliniques des différents déclencheurs environnementaux
considérés comme des promoteurs de l'activation auto-immune se sont concentrées sur les
infections virales [6,7 ], I'introduction précoce du lait de vache [8], le moment de la vaccination
[9] et l'absence relative de la vitamine D. De nombreux facteurs tels que le microbiome,
I'épigénétique, la microbiologie, les nutriments, le métabolisme et les gradients géographiques
ont été proposés comme déclencheurs du DT1 [10-13].

Dans notre population d'étude, I'étude Dali-Sahi et Benmansour a montré que le gradient
géographique (les monts de Tlemcen), la consanguinité, le groupe d'age, le sexe ratio, la prise
de poids, le type de logement et I'hypercholestérolémie étaient significativement liés au diabete
de type 1[14]. De plus, notre étude a montré que les antécédents d’infection par le virus de la
varicelle et la rougeole constituent un facteur de risque pour linitiation d'une réponse auto-
immune via le mimétisme moléculaire établi entre les épitopes de la glycoprotéine « gE » de la
varicelle, « I'hémagglutinine » de la rougeole avec le petide du soi « Hsp60 » qui ont la capacité
de se lier aux molécules du CMH de classe 1l (HLA DR3/DR4)et ont le potentiel de détruire les
cellules B pancréatiques car ces epitopes peuvent induire des cellules Th2, par contre seules
« I'némagglutinine » et « Hsp60 » peuvent activer la différenciation Thl [15].

Ces études génétiques visant a déterminer la base moléculaire de la susceptibilité au DT1
requiére un génotype HLA élevé en matiére de codt. A cet effet plusieurs études ont entrepris
la prédiction des alleles HLA utilisant le polymorphisme nucléotidique simple (SNP) variation
au sein de la région. L’étude du polymorphisme rs3104413, qui est situé dans la région
intergénique entre HLA-DRB1 et HLA-DQAI dans la région HLA s’avére marqueur de 1’allele
HLADR4 par le génotype G [16] alors que I’étude du polymorphisme rs2187668 situé au
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niveau de I’intron 1 de HLA-DQAI1 taggue I’allele HLADR3 par le génotype A [17].

Cette étude vise a montrer que les alleles HLA de classe Il (HLA DR3/DR4) sont des
facteurs de risque pour le développement du DT1 et a évaluer les associations entre ces alleles, le
gradient géographique et d'autres facteurs environnementaux. Evaluer la possibilité que les
polymorphismes rs2187668 et rs3104413 peuvent prédire les alleles HLADR3/DR4 pertinents
pour le DT1.

3. Méthodes

La présente étude a été concue comme une étude cas-témoins. Les participants étaient
constitués de 162 patients atteints de DT1 et 181 témoins se rendant a des visites de routine
pour un contr6le médical. La population diabétique comprenait 89 (55 %) femmes et 73 (45 %)
hommes, tandis que la population témoin comprenait 107 (59 %) femmes et 74 (41 %) hommes.
Tous les participants ont fourni un consentement éclairé écrit.

L'étude a été menée conformément a la déclaration d'Helsinki et le protocole a été
approuve par le comité d'éthique et de recherche de I'Université de Tlemcen.

Les patients atteints de DT1 ont été diagnostiqués par un médecin sur la base des critéres
suivants : La présence de symptdmes classiques d'hyperglycémie (polyurie, polydipsie,
polyphagie et asthénie), et une insulinodépendance absolue et un test sanguin anormal de la
glycémie (glycémie plasmatique a jeun) > 126 mg/dl) et par un autre test, appelé HbA1C. Les
sujets témoins ont été sélectionnes si leur glycémie était inférieure a 1,26 g/l et s'ils n‘avaient
jamais éteé traités par hypoglycémie. Ces critéres ont été définis selon les recommandations de
I'’American Diabetes Association [18].

3.1 Génotypage HLA Classe Il

Chaque participant a été invité a fournir un tube EDTA de 5ml de sang périphérique, qui a
été congelé a -20° C au laboratoire. L'ADN a été extrait du sang total en utilisant des méthodes
de salting out introduites par Miller et al [19]. La qualité de I'ADN et ses concentrations ont été
déterminées par un spectrophotométre UV-Visible (Biochrom WPA Biowave II).

Le typage HLA classe Il a été effectué selon la méthode Tagman au niveau de 1’institut
Cochin (Inserm U1016- Université de Paris) par 1’équipe du professeur Cécile Julier. Cette
technique a été realisée avec le thermocycleur Biorad CFX384 Touch Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad). Les réactions ont été réalisees dans un volume final de 3 ul: 1 ul de Master
Mix (Applied Biosystem), 0,0375 ul de sondes (Applied Biosystem), 1 pul d’ADN a une
concentration de 5 ng/ul et complété avec de ’eau. Le programme de PCR était le suivant :
92°C-10 sec + (92°C-15 sec +60°C-60 sec + lecture plaque) x (40 a 60 cycles) + 72°C -30 sec
(courbe de fusion). Les génotypes sont assignés a I’aide du logiciel Bio-Rad CFX Manager 3.1
en fonction de la fluorescence pour chaque allele.

3.2 Génotypage des SNPs rs2187668 et rs3104413 taggant HLADR3/DR4

Les SNPs rs3104413 (C/G) et rs2187668 (A/G) SNP ont été génotypé par 1’équipe du
professeur Grant Morahan (Centre de recherche sur le diabéte- Institut Haris Perkins en
Australie) en utilisant Human Custom TagMan Genotyping Assays 409 (Thermo Fisher
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Scientific, Foster City, CA, USA). Les reactions ont été réalisées dans un volume total de 5 pl,
en utilisant 2 ng d'ADN génomique, TagMan Genotyping Master Mix 19 (Thermo Fisher
Scientific), et Custom TagMan Genotyping Assay 19. Les plaques ont été positionnées dans un
thermocycleur PCR en temps réel (ViiA7 Systéeme de PCR en temps réel ; Thermo Fisher
Scientific) et chauffé pendant 10 min a 95 °C, suivi de 50 cycles de 95 °C pendant 15 s et 60 °C
pendant 1 min.

3.3 Analyses statistiques

Les analyses de données ont été réalisees avec Minitab 16 pour Windows. La
comparaison entre les groupes de cas et les groupes témoins a été analysée a l'aide du test Chi-
deux pour échantillons appariés. Une valeur p < 0,05 a été considérée comme statistiquement
significative.

4. Résultats

Les résultats de ’analyse génétique a montré que la fréquence du génotype HLA DR3 /
DR4 chez les patients DT1 (13,58%) est presque le double que celle des témoins (7,18%), de
sorte que le génotype HLA DR3 / DR4 est associé au risque de diabéte de type 1 avec p-value
en faveur d'une significativité équivaut a 0,051. Dautre part, il n'y a pas de différence
significative entre les cas et les témoins concernant la fréquence respective des génotypes DR3 /
DR3 (8,64%, 7,18%), DR4 / DR4 (4,94%, 3,31%), DR3 / DRX (24,69%; 23,20%), DR4 /
DRX (08,02%, 10,50%).

En ce qui concerne I'analyse de la fréquence des alleles, la fréquence de I’allele HLA DR3
chez les diabétiques (0.28) est plus élevée par rapport aux témoins (0.22). La fréquence de
l'allele HLA DR4 est plus élevée chez les diabétiques par rapport aux témoins (0.16% vs 0.12),
sans que cette différence ne soit significative (P> 0,05) (tableaul).

Tableaul. Associations entre DT1 et alleles HLA de classe 11, les génotypes.

Geénotypes, alleles HLA (l:g; Te;réolms p-value
Présence 22(13.58%) 13(7.18%) _
DR3/DR4  — Absence | 140(86.42%) | 168(92.82%) p=0.051
Présence 14(8.64%) 13(7.18%) _
DR3/DR3  —Apsence | 148(90.24%) | 168(92.8206) | P~ 0616
Présence 8(4.94%) 6(3.31%) _
DRA/DRA  —Apsence | 154(95.06%) | 175(96.60%) | P~ 0448
Présence 40(24.69%) 42(23.20%) p = 0.747
DR3/DRX —Apsence | 122(75.31%) | 139(76.80%)
Présence 13(08.02%) 19(10.50%) p=0.432
DRADRX I Apsence | 149(91.98%) | 162(89.50%)
Présence 65(40.12%) 88(48.62%) p=0.114
DRX/DRX A psence 97(59.88%) | 93(51.38%)
Fréquence de I’allele DR3 28 % 22%
p =0.922
Fréquence de ’alléle DR4 16% 12%

HLA : Humain Leucocyte Antigene ; HLADRXX : (ni DR3 ni DR4, les valeurs en gras sont significatives.
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Concernant ’étude des facteurs environnementaux associés au DT1, notre étude montre

que la consanguinité est plus fréquente chez les témoins (44,20 %) que chez les patients
diabétiques de type 1 (32,72 %) avec une valeur p égale a 0,029, cela montre que la
consanguinité n'est pas associée au DT1.

De plus 88,27 % des patients atteints de DT1 résident dans les monts de Tlemcen (Sebdou
et Sidi El djilali), de sorte que ce gradient géographique est associé au DT1 (p = 0,0001).

D’autre part, il n'y a pas de différence significative entre les cas et les témoins consernant
leurs antécedents familiaux au diabéte de type 2 (tableau 2).

Tableau 2. Facteurs environnementaux associés au diabete de type 1.

Les facteurs environnementaux cas Témoins p-value
162 181
Consanguinité Présence | 53 (32.72 %) 80 (44.20 %) p =0.029
Absence | 109 (67.28 %) | 101 (55.80%)
Consanguinité Présence 24 (14.81 %) 42 (23.20%) p = 0.049
1 degré Absence | 138 (85.19 %) | 139 (76.80 %)
Consanguinité Présence 29 (17.90 %) 38 (21.00 %) 0= 0471
2 degré Absence | 133(82.10%) | 143 (79.00%) '
Antécédents | Présence | 44 (27.16%) | 63 (34.81%)
familiaux au p=0.127
diabéte de Absence | 118 (72.84%) | 118 (65.19 %)
type 2
Plaines 14 (8.64 %) 38 (21.00%)
Géographie Monts 143 (88.27 %) | 117 (64.64%) p=0.0001
littoral 5 (3.09 %) 26 (14.36 %)

Les valeurs en gras sont significatives.

L'étude de la population cas-témoins portant au moins un allele HLADR3 ou HLADR4 a
montré une association significative entre la prédisposition génétique par l'allele HLADRS3 (soit
par le génotype HLA DR3/3 ou DR3/X ou DR3/DR4) et le gradient géographique de Sebdou et
Sidi Djillali (une altitude comprise entre 800 et 1400m avec une latitude de 34.7425°) avec une
valeur de p égale a 0.004. En revanche, aucune association significative n'a été trouvée entre les
sujets ayant au moins un allele HLADR4 porteur d'un des génotypes (DR4/4;DR4/X;DR3/DR4)
et les facteurs environnementaux étudiés (tableau 3).

46



Résultats et Discussion

Chapitre 2

Tableau 3. Les facteurs environnementaux associés a l'allele HLADR3 ou HLADR4 dans
notre population étudiée.

Alléle HLADR3 Allele HLADR4
Allgles (DR3/3;DR3/X;DR3/DR4) (DR4/4 ;DR4/X:DR3/DR4)
Facteurs Cas (76) | Témoins (68) _value Cas (43) Témoins(38) value
environnementaux HLADR3 | HLADR3 | P HLADR4 HLADR4 | P
| Présence | 27 (35.53%) | 26 (38.24%) | _ 14 (3256 %) | 14 (36.84%) | _
ConsanguInite Iy cence [ 49 (64.47%) | 42 (6L.76%) | P 20 29 (67.44%) | 24 (63.16%) | P~ 0%
Consanguinit | Présence | 14 (18.42%) | 14 (20.59 %) 0 =0.743 5(11.63 %) 8 (21.05%) | p=0.249
€1 degre. ™ Absence | 62 (81.58%) | 54 (79.41 %) 38 (88.37%) | 30 (78.95%)
Consanguinit | Présence | 13 (17.11%) | 12 (17.65 %) ~0.93 9 (20.93 %) 6 (15.79%) | p =0.552
é Absence | 63 (82.89%) | 56 (82.35%) | P " 34 (79.07 %) | 32 (84.21%)
2 degré
Antécédent | Présence | 23 (30.26%) | 22 (32.35 %) 13(30.23%) | 14 (36.84 %)
sfamiliaux D =0.787 p =0.529
deDT2 | Absence | 53 (69.74%)| 46 (67.65 %) ' 30 (69.77 %) | 24 (63.16 %)
Plaines | 6 (7.89%) | 13 (19.12 %) 5(11.63%) | 7 (18.42 %)
Géographie ™1 nts | 68 (89.47%) | 46 (67.65%) | P~ 004 36 (83.72%) | 28 (73.68%) | p =0.541
Littoral |2 (2.63%) | 9 (13.23%) 2(4.65%) 3 (7.89%)

Les valeurs en gras sont significatives.

Au niveau de la région géographique (les monts de Tlemcen), parmi la population des

diabétiques et témoins ayant au moins un allele HLADR3, on a constasté

que

la

consanguinité étudiée au niveau des deux générations n’est pas liée a la préservation de
I’allele HLADR3, de méme pour les antécédents familiaux au diabete car la fréquence de
I’hérédité liée au diabete de type 2 est équilibrée entre cas et témoins (30.26% vs
30.43%)(tableaud).
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Tableau 4. Les facteurs environnementaux associés a I’allele HLADR3 dans la population
cas-témoins habtants les monts de Tlemcen.

Diabétiques habitants Témoins habitants les p-value
les monts prédisposes monts ayant au moins
Facteurs ; N X
environnementaux par au moins un alléle un allele HLADRS3
HLADRS3 (76) (46)
Consanguinite Présence 27 (35.53%) 21 (45.65%) 0=0.474
Absence 49 (64.47%) 25 (54.35%) '
Consanguinité 1 Présence 14 (18.42%) 11 (23.91%) _
degré Absence 62 (81.58%) 35 (76.00%) p=0.225
Consanguinité 2 Présence 13 (17.11%) 10 (21.74%) _
degré Absence 63 (82.89%) 36 (78.26%) p=0.804
Antécédents Présence 23 (30.26%) 14 (30.43%)
fam'tl)'f.gx % | Absence 53 (69.74%) 32 (69.57%) p=0.404

Le modeéle de régression logistique nominale a montré une association significative entre

le polymorphisme HLADR3/DR4 et le diabéte de type 1.

Les sujets porteurs du génotype HLA DR3/DR4 avaient deux fois plus de risque de
développer un DT1 par rapport a la catégorie de référence HLADRXX (ni DR3 ni DR4)
(OR=2,29;1C=1,07-4,88;P=0,032) (tableau 5).

Tableau 5. Odds ratios (intervalles de confiance a 95 %) du modéle de régression logistique

nominale.

Génotypes | HLA DRXX | HLA DR4X | HLA DR3X HLA DR34 HLA DR44 HLA DR33
Modéle 1 OR(IC95% ;| OR(IC95% ;| OR(IC95% ;| OR(IC95% ;| OR (IC95 % ;
OR non 1,00 p-values) p-values) p-values) p-values) p-values)
ajusté (référence) 0,93 (0,43- 1,29 (0,75- 2,29 (1,07- 1,81 (0,6- 1,46 (0,64-

2,01; 0,846) 2,21; 0,355) 4,88;0,032) 5,46;0,295) 3,31; 0,368)

p-value pour la régression logistique nominal

Les résulats

préliminaires du génotypage des polymorphismes SNPs rs2187668 et

rs3104413 sur la population des diabétiques ont montré que la fréquence du génotype GA du
polymorphisme rs2187668 est plus prépondérante (47,96 %) comparant aux génotypes
GG (37,75%) et AA (14,29%). Pour le polymorphisme SNPs rs3104413, on a noté une
fréquence élevée du génotype GC (54,08%) par rapport aux génotypes CC et GG dont leurs
fréquences respectives sont de 1’ordre de (38,78% vs 07,14%).11 reste & génotyper ces SNPs
dans la population de témoins pour pouvoir trancher s’ ils peuvent étre utiliser comme
marqueurs des alleles HLADR3/DR4 dans notre population d’étude (tableau 6).
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Tableau 6. Génotypage des SNPs rs2187668 et rs3104413 taggant HLADR3/DR4.

Polymorphisme HLA Génotypes Dlabgt8|ques
CC 38 (38.78%)
rs3104413 GG 7 (07.14%)
GC 53 (54.08%)
AA 14 (14.29%)
rs2187668 GG 37 (37.75%)
GA 47(47.96%)
5. Discussion

Le principal facteur de prédisposition génétique au diabete de type 1 est conféré
aux alleles HLA particulier. Pour la population caucasienne, les alléles qui conferent le plus
haut risque sont DRB1/0301 et DRB1/0401 [3]. Dans notre population d'étude le génotype HLA
DR3 / DR4 est étroitement associé au diabete de type 1 et sa fréquence est significativement
plus élevée chez les diabétiques (13,58%) par rapport aux non-diabetiques (7,18%) et
les individus porteurs du génotype HLADR3 / DR4 ont deux fois plus de risque de développer
le DT1 par rapport aux personnes ayant HLADRXX.

En revanche, une étude menée au niveau de la population de la capitale algérienne révele
des fréquences phénotypiques élevees par rapport a notre population DR3 (79 % vs 28%)
respectivement, DR4 (54% vs 16%) respectivement, ces génotypes sont fortement associés au
DT1 [20].

En ce qui concerne les populations voisines de I’Afrique du Nord (Tunisie, Maroc)
touchées par le diabete de type 1, la fréquence de l'allele HLA DR3 est élevée (36%) dans la
population tunisienne comparant a notre population qui est de I'ordre de (28%) contre
(17,2%) dans la population marocaine. La fréquence de l'allele DR4 est relativement élevée
dans la popaltion tunisienne (23,86%) comparant a notre population (16%) et a la
population marocaine (17,6%).

Dans notre population, la fréquence des hétérozygotes DR3 / DR4 est de (13,58%)
presque équilibrée avec celle de la population tunisienne (12,5%) par contre la fréquence
trouvée dans la population marocaine est la plus élevée dans la population maghrébine qui
équivaut a 30%. De plus, le génotype DR3 / DR4 est un facteur de risque de DT1 dans notre
population d'étude, ainsi que dans la population marocaine et tunisienne [21,22].

Des études menées sur des populations européennes dans le bassin méditerranéen voisin,
y compris I'Espagne et la France, ont indiqué que des variants alléligues communs aux loci
HLA-DRB1, -DQAL et -DQBL1 de classe Il sont associés au DT1 [23-25].

De plus, on a retrouvé que I’allele HLADRS3 prédispose les individus issus des monts de
Tlemcen (Sebdou et Sidi Djillali) au DT1 (soit par le génotype HLA DR3/3 ou DR3/X ou
DR3/DR4), ceci dit, cet allele n’a pas été associé aux antécédents familiaux au diabéte de type
2 ni a la consanguinité pratiquée au niveau des deux générations étudiées mais éventuellement
par 1’endogamie longuement pratiquée dans ces populations.
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L'intensité de I'endogamie dans nos populations de I’extreme ouest Algérien dépend de

I'éloignement géographique.

Nos résultats confirment la disparité épidémiogénétique des taux d’incidence du diabéte
de I’enfant a travers les différents gradients géographiques de 1’extreme ouest Algérien.

Ces variations obeissent au gradient Nord-Sud. Il faut noter ’extréme particularité de la
région de Tlemcen qui est a I’extrémité ouest du pays.

Notre étude montre une association significative entre le DT1 et le gradient
géographique (altitude entre 800 et 1400 m et une latitude de 34.7425°) par rapport a la région
cotiere et la plaine deTlemcen.

Selon plusieurs études, les taux d'incidence du DT1 suivent un gradient nord-sud et
beaucoup plus élevé dans les pays scandinaves [2]. La variation de l'incidence a été constatée
méme au sein des pays [26, 27], augmentant avec la latitude nord en Chine (latitude 35°) [28],
latitude l'est de I'Allemagne et du sud-ouest en Allemagne(latitude 51°)[29] et en
Sardaigne(latitude 40°) [30].

Ce gradient latitudinal d'incidence du DT1 trouvé dans différentes régions du monde est
proportionnel a la distance de l'équateur et inversement proportionnel au rayonnement
ultraviolet (UV). Par conséquent, la baisse du pouvoir immunorégulateur des UV a été associée
a la pathogenése du DT1 affectant spécifiquement la synthese de la vitamine D [31, 32].

Ensemble, une combinaison d'explications génétiques et environnementales semble
nécessaire pour comprendre la géoépidémiologie du DT1. Ce travail a révélé que le génotype
HLADR3/DR4 constitue un facteur de risque du DT21pour notre population.

De plus, une forte liaison a été trouvée entre la prédisposition génétique par l'allele
HLADRS et le gradient géographique (en région montagneuse avec une altitude comprise
entre 800 et 1400m et une latitude de 34.7425° [33]) avec le DTL1.

D’autre part, en réalisant que I’hétérozygote HLADR3/DR4 prédispose les sujets au
DT1 dans notre population d’étude, on s’est proposé d’identifier d’éventuels marqueurs
alleliques SNPs de HLADR3/DR4. Ainsi, nous avons effectué le génotypage des
polymorphismes SNP rs3104413 et rs2187668 pour évaluer leurs capacités a prédire les
alleles HLADR3/DR4 chez les enfants diabétiques de ’extreme ouest Algérien.

En réalisant un calcule de desequilibre de liaison entre le locus HLA-DRBL1 et les
rs3104413 et rs2187668 créant dans certains cas, une association de marqueurs avec le
phénotype de la maladie, qui peut étre mesurée dans une population cas-témoins.

En étudiant un grand nombre de SNP, soit systématiquement sur ’ensemble du génome,
soit dans toutes les régions pour lesquelles il semble exister une évidence de liaison, il est
probable que sur la base des études d’association, de nombreux loci de maladies seront ainsi
cartographiés avec précision.

Ceci a été effectué pour la population des enfants malades ; pour les témoins, le travail
fait ’objet d’une collaboration avec le professeur Grant Morahan au niveau du Centre de
recherche sur le diabéte, Université d'Australie occidentale, Institut médical Harry Perkins.
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Ces résultats peuvent étre pertinents pour des études a grande échelle ou le colt par

individu peut étre significativement diminué et en avantage pour les sujets dont les
antécédents familiaux au DT1 et au DT2.

6. Conclusion

La géoépidémiologie du DT1 est un outil précieux qui peut apporter des réponses sur
I'étiopathogénie des maladies auto-immunes en général et du diabéte de type 1 en particulier. La
principale conclusion que I'on peut tirer de ce travail est que les sujets porteurs du génotype
HLADR3/DR4 ont deux fois plus de risque de développer le DT1 alors que I’alléle HLADR3
prédispose uniquement les sujets issus des monts de Tlemcen a une altitude de 800 a 1400 m.

Le génotypage des polymorphismes SNP rs3104413 et rs2187668 ou de d’autres SNPs
marqueurs permetteront une identification rapide des haplotypes HLA pertinents associés au
DT1 et pouvant servir de marqueurs génotypique.
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Chapitre 3: Molecular mimicry between varicella, measles virus and
Hsp60 intype 1 diabetes associated HLA-DR3/DR4 molecules

Résumé.
Introduction

Le diabete de type 1 est une maladie chronique auto-immune dont les mécanismes
étiologiques sont mal définis mais il est bien établi que ¢’est I’association de facteurs génétiques
et environnementaux qui déclenchent la maladie.

Notre étude vise a déterminer les facteurs qui déclenchent la réponse auto-immune dans
la population de I’extréme ouest Algérien “Tlemcen” et d’identifier le mécanisme par lequel
les infections virales déclenchent la réponse auto-immune chez les diabétiques portant
I’haplotype HLADR3/DR4

Méthodes

Nous avons inclus dans notre étude cas-témoins 233 sujets dont 145 sujets atteints du
DT1 et 88 témoins. L’analyse logistique visait a identifier les facteurs de risque par la suite on
a recouru a I’approche in silico pour élucider le mécanisme sous ’adjacent au déclenchement
de la réaction auto-immune par 1’étude du mimétisme moléculaire.

Résultats

L’analyse par la régression logistique binaire a retrouveé les antécédents familiaux aux
diabete de type 1 et de type 2 et les antécédents d’infections par le virus de la varicelle et la
rougeole qui sont significativement associés au DT1 (p<0.05)

On a démontré le mécanisme de mimétisme moléculaire potentiel entre les régions
antigéniques  homologues de la glycoprotéine «gE» du virus de la
varicelle, «I’hémagglutinine » de la rougeole et la protéine humaine « HSP60 » non seulement
au niveau de la séquence, mais aussi au niveau de leurs structures 3D. De plus, on a montré
que ces épitopes a réaction croisée se lient aux molécules CMH de classe 1l (HLA DR3/DR4)
qui prédisposent au DT1mais ne se lient pas aux molécules HLA de protection contre le DT1.
En plus, ces épitopes homologues possédent un potentiel d’inductiondes cellules Th2 mais
seules « I'némagglutinine » et « Hsp60 » peuvent activer la différenciation Thl induisant ainsi
la destruction des cellules B pancréatiques.

Conclusion

Notre étude preliminaire soutient ’hypothése du mimétisme moléculaire entre le virus de
la varicelle, la rougeole et la protéine humaine Hsp60 qui peut contribuer a la pathogenese du
DTI. De plus, on a déterminé la possibilité de la présence d’anticorps anti-HSp60 qui peut étre
inclus parmi les anticorps a dépister lors du diagnostic du DT1.

De telles découvertes peuvent nous permettre d’adapter les marqueurs biologiques aux

diabétiques de type 1 génétiquement prédisposés et d’établir une stratégie préventive pour les
individus sains prédisposés génétiqguement dans notre population de Tlemcen.
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netics and environmental factors. The aim of this study is to determine the environmental risk factors
and to investigate how virals infections are risks factors for type 1 diabetics whom have HLA DR3/DR4
predisposition in our population.

Methods: This study includes 233 subjects, 145 diabetics and 88 controls from regions of the extreme
western of Algeria. All the informations related to the disease were collected using predesigned
questionnaire.

Using in silico approach, we attempt to improve the understanding of this analytical result by molecular

Keywords:
Type 1 diabetes

E
iemagglutinin mimicry, which is associated with the breakdown of several autoimmune pathologies.
Hsp60 Results: The statistical study showed that history of varicella and measles infection and T1D related

inheritance and type 2 diabetes are risk factors for T1D in the population of Tlemcen.
We have determined the homologous antigenic regions between the glycoprotein “gE” of the varicella
virus, the “hemagglutinin” of measles and the human protein “HSP60” at the level of their sequence and
3D structure. These cross-reactive epitopes bind to MHC class II molecules (HLA DR3/DR4) that pre-
dispose to T1D but not to MHC class Il molecules (HLA DR2) that protect against T1D.
This epitopes induce Th2 cells but only “hemagglutinin” and “Hsp60” can activate Th1l differentiation.
This indicates their potential to destroy pancreatic cells b.
Conclusion: Our study can allow us to adapt biological markers to genetically predisposed T1D and to
establish a preventive strategy for healthy genetic predisposed individuals in Tlemcen population.

© 2020 Diabetes India. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

HLA DR3/DR4
Molecular mimicry

1. Introduction infections in the pathogenesis of T1D. Several studies have associ-

ated Enteroviruses (Rotavirus, Coxackie B) [3,4], viruses from the

Type 1 (insulin-dependent) diabetes (T1D) is an autoimmune
disease resulting in destruction of pancreatic b-cells [1]. Till now,
T1D etiology is not fully understood. However, itis well known that
the association between genetic susceptibility and environmental
factors contribute to the development of type 1 diabetes. Adaptive
immune response (HLA) genes still remain the major contributor to
Type 1 Diabetes [2].

However, controversy still regarding which factors may be
responsible for the disease’s susceptibility. These factors may differ
substantially among populations which may raise the role of viral

* Corresponding author. 13000, Tlemcen, Algeria.
E-mail address: tema-mez@outlook.fr (F.Z. Meziane).

https://doi.org/10.1016/j.dsx.2020.08.009
1871-4021/© 2020 Diabetes India. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

family of Paramyxoviridae (measles and mumps) [5,6] viruses from
the family of Herpesviridae (Varicella-zoster virus, cytomegalo-
virus) [7,8] and viruses from the family of Togaviridae (rubella) [9]
to the disease.

So, a mechanism of molecular mimicry has been proposed to
explain the induction of autoimmunity by viral infections leading to
the destruction of pancreatic beta cells [3]. Vreugdenhil and al
showed that the amino acids sequence of the protein 2C (p2C) of
coxsackie B4 virus share homology sequence with the GAD 65
protein of the human (PE-VKEK). This sequence is highly conserved
in the group of CVB-like enteroviruses. In addition, the GAD65 and
p2C peptides seem to be located in an identical position within the
peptide binding groove, a condition required for T-cell cross-
reactivity. Indeed these results support molecular mimicry
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between p2C of enteroviruses type coxsackie B and GAD 65 for
diabetics who have genetic predisposition for HLA DR3 [10].

The aim of this study is to provide epidemiological arguments in
favour of alink between the varicella virus and measles in the onset
of T1D in children in the city of Tlemcen.

We though hypothesized that the molecular mimicry imple-
mented during viral infection cause a cross-reaction inducing an
autoimmune reaction against pancreatic b cells in diabetics who
have the genetic predisposition HLA DR3/DR4.

To understand the molecular basis of this biological process, we
carried out a study in silico by using different webserver to high-
light the sequence homology between the varicella virus proteins,
the measles virus proteinsand the self-proteins, and then we test
the capacity of homologous peptides to bind to HLA class II mole-
cules that predispose T1D.

Finally, we checked the capacity of peptides that share sequence
homology to induce the differentiation of naive LTs into Th1 and/or
Th2 to confirm their molecular and structural mimetics.

2. Methods

Our case-control study included 233 subjects randomly
distributed between different regions of the extreme western of
Algeria. including 145 diabetics and 88 controls.

This survey was conducted from March 2018 to April 2019 in the
hospital and health facilities in the city of Tlemcen. As all partici-
pants are all under 19, to join this case-control study, consents were
obtained from their parents.

Information concerning age, gender, body weight, size, duration
of diabetes, diabetes family history, the antecedents of breast-
feeding, and consanguineous levels was collected by questionnaire.

2.1. Control cases selection

Subjects in this study were participants in a case-control study
of the pathogenesis of type 1 diabetes; they were presented for
routine visits for medical check-up. After taking the Institutional
Ethics committee clearance. Subject selected for analysis were
under 19 years old and they have been diagnosed by specialists
according to criteria of American Diabetes Association established
the diagnosis [11].

The recommendations as regards diagnosis, screening and the
classification of diabetes, approved by NIH and by OMS have been
selected, namely.

The presence of classic symptoms of hyperglycaemia and
abnormal blood test of glycemia (fasting plasma glucose)>126 mg/
dl) and by another test, called HbA1C. Control subjects were
selected if their glycaemia was lower than 1,26 g/l and they had
never been treated with hypoglycemics. This protocol was
approved by 'ANDRS (the Institutional Ethics Committee Algeria)
and Genetics HLA predispositions are clearly identified by SNPs
analysis rs3104413 rs2187668 rs12722495, the genotype DR3/DR3,
DR4/DR4 or DR3/DR4 was significantly related to T1D in our pop-
ulation article being published.

22. Statistical analysis

Analysis of data was performed using excel/2007 and Minitab 16
for Windows. A binary logistic regression study [12] was performed
to determine a predictive model of type 1 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).
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23. Materials and methods bioinformatics

231 Establishing sequence homology

2311 NCBI (Protein Database). We downloaded protein se-
quences of HHV3 virus, for the measles virus we selected hemag-
glutinin glycoprotein for strain Edmonston and Hsp60 from Homo
sapiens.

2312 Blast and LALIGN. The Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) [13] determines similarity between the sequences of virals
proteins and human proteins.

William Pearson’s Lalign is a sequence analysis program
(https://embnet.vital-it.ch/software/LALIGN_form.html). It finds
multiple matching sub segments in two sequences. The lalign
program implements the algorithm of Huang and Miller [14]. Based
on the BLAST and Lalign results, different peptides sequences that
were similar between the human and viral proteins, which were
selected for analysis binders vs non-binders for HLA class II alleles:
HLA-DR. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

232. Establishing binders vs. non-binders to HLA Il molecules (HLA
DR)

2321 IEDB analysis tool. The IEDB (Immune Epitope Database)
software includes the prediction of peptides that bind to MHC class
II molecules (http://www.iedb.org/) [15].

The IEDB Recommended tool was used as it finds the best
possible method for a given MHC molecule. The IEDB Recom-
mended uses the Consensus approach, combining NN-align [16],
SMM-align [17], CombLib [18] and Sturniolo [19] if any corre-
sponding predictor is available for the molecule, otherwise
NetMHClIpan is used [20]; URL: http://tools.iedb.org/mhcii/. The
binder who have the lower percentile rank than 10 (Recommended
cut-off for binder MHC II) is the better binders [21,22].

2322 Alleles used in the study. Human MHC proteins, also known
as human leukocyte antigens (HLA), are glycoproteins, which bind
small peptide fragments or epitopes, derived from both pathogen
and host protein and present them at the cell surface for recogni-
tion by T cells [23e26].

The HLA class II alleles remains the major genetic contributor to
type 1 diabetes [27e29]. The alleles chosen for in silico prediction
are DR3 (DR B1 *03: 01)/DR4 (DRB1 * 04: 01/02/04/05/08) which
are strongly associated with Caucasian diabetic children [30] and
the haplotype DRB1 * 15: 01-DQ A1 * 01: 02-DQB1 * 06: 02 (DR2)
that protect for DT1 for Caucasian [31].

2323. The autoantigen. The auto antigens implicated in the
development of T1D:proinsulin (PI), GAD65, I-A2, and ZnT8 [32],
the heat shock protein (Hsp)-60 [33]Islet-specific glucose-6-
phosphatase catalytic subunit-related protein (IGRP) [34] Hsp 70
[35] are introduced into the study in order to specify their se-
quences and structural homology with the respective proteins of
measles and varicella virus.

2324 Viral antigens. The viral antigen of varicella [36e38] and
both of effector and memory VZV-specific T cells have been iden-
tified [40,41]. These cells recognize epitopes of IE62, IE63,
ORF4,0RF10, gB, gC, gE, gH, and gl surface glycoproteins [39,42,43].
There is some, albeit limited, information regarding the amino
acids sequences of the epitopes recognized by VZV-specific T cells
[44,45].

The measles glycoprotein hemagglutinin is responsible for
binding to cellular receptors on the target host cells [46,47]. It is a
type Il membrane protein [48e50]. Various authors reported that
this main protein is in favour of protection against measles virus


https://embnet.vital-it.ch/software/LALIGN_form.html
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.iedb.org/
http://tools.iedb.org/mhcii/

F.Z. Meziane, M. Dali-Sahi, N. Dennouni-Medjati et al.

infection [51,52].

233, Cytokine secretion profile

2331 1l4Pred vs IFNepitope. The web server IL4Pred was used to
predict the interleukin 4 (IL-4) producing potential of the peptides
which have affinity with class II HLA. The algorithm of IL4Pred
discriminates IL-4 inducers and non-inducers by use of machine
learning techniques and the binary pattern of the sequences as an
input and is freely available through the URL:https://webs.iiitd.edu.
in/raghava/il4pred/ [53].

Interferon-gamma (IFN-g) producing potential of the peptides
was checked via IFNepitope web server freely available through the
URL: http://osddlinux.osdd.net/raghava/ifnepitope/index.php [54].
The algorithm of IFNepitope uses the combined strength of motif
based techniques and SVM-based learning for discriminating IFN-g
inducing peptides from the negative ones.

234. 3D structure prediction of homologous peptides

PEP -FOLD is an approach that predict peptide structures from
amino acid sequences between 9 and 36 residues. This method,
based on structural alphabet SA letters to describe the conforma-
tions of four consecutive residues, couples the predicted series of
SA letters to a greedy algorithm and a coarse-grained force
field.http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/
[55].

The stereo-chemical properties of predicted models were
retrieved from RAMPAGE server http://mordred.bioc.cam. ac. uk/
~rapper/rampage.php, which provides accurate information about
the residues present in the favoured, allowed and disallowed
gions. We retain the predicted models by considering a percentage
score (>75%) of residues present in the favoured region.

re-

235, Establishing the structural mimicry of homologous peptides

TM-align is an algorithm freely available (https://zhanglab.
ccmb.med.umich.edu/TM-align/) for sequence independent pro-
tein structure comparisons. It generates an optimal superposition
of the two structures built on the detected alignment, as well as the
TM-score value [56]. We used TM-score to establish the quantita-
tive assessment of the peptides structural similarity based on the
RMSD values) [57].

3. Results
31. Statistical results

Our results show that the infection by the varicella virus seems
to be a risk factor for developing type 1 diabetes. Thus, subjects
infected by varicella virus have twice as likely to have a risk for
developing type 1 diabetes (OR 142,11, IC 95% 14 1,01e4,41,
p 140,048). The study of heredity linked to type 1 diabetes and 2
type diabetes in this population are exposure factors to type 1
diabetes because their respective P-value is top 4 0,033 and
p 1,000.

In addition, our results show that subjects infected with the
measles virus have a risk multiplied by 0.6 of developing T1D
compared with non-infected subjects (OR 1 0,61; IC
95%19,26e1,41, p 04245). We have retained this factor in the
provisional model because the adequacy summarized in Table 1
tests are more favourable to its retention than to its withdrawal.

The choice of the logistic model, all adequacy are favourable
namely Pearson method, deviance method, Hosmer-Lemeshow
method and methods of Brown (general alternative and symmet-
rical alternative) leads to an acceptable model with a P-value

L 0.05.
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Table 1
Identification of sequence homology between gE, hemagglutinin and Hsp60 by
Blast/lalign programme.

Homologous sequences Identities Positives Gaps
Blast gE: 221 LKHTTCFQ 228 5/8(63%) 6/8(75%) 0/8(0%)
Hema:376 LRMETCFQ 383
Hema:376 LRMETCFQQ 384 5/9(56%) 7/9(77%) 0/9(0%)
Hsp60: 2 LRLPTVFRQ 10
Lalign gE: 221 LKHTTCFQ 228 3/8(37.5%) 5/8(62.5%) 0/8(0%)

Hsp60: 2 LRLPTVFR 10

Key: gE: glycoproteins E, Hsp60: the heat shock protein (Hsp)-60, Hema:
Hemaglutinin.

32. Bioinformatics results

The present study was conducted to explore the existence of
viral peptides that share homology with human protein (Hsp60)
able to provoke autoimmune diseases by binding to human MHC
class Il molecules and to induce the differentiation of the naive CD4
T cells.

321 Viral peptide of gE and hemagglutinin share a sequence
homology with human peptide (Hsp60)

On the basis of the statistical results, the BLAST analysis
explored if the viral peptides of varicella and measles share
sequence homology. An identity level of 63% and 75% similarity was
found between the peptide of the varicella glycoprotein E
“LKHTTCFQ” and the “LRMETCFQ” hemagglutinin of measles.

Next, the homologous hemagglutinin peptide of measles
“LRMETCFQ” was aligned with human proteins. It is thus homolo-
gous with the Hsp60 peptide “LRLPTVFRQ” along an identity rate of
56% and a similarity rate of 77% (Table 1). Subsequently, the
sequence homology analysis by the lalign software enabled us to
identify the sequence homology between the gE peptide
“LKHTTCFQ” and “LRLPTVFRQ” Hsp60 peptide with identity rate
and similarity of 37.5% and 62.5% respectively (Table 1).

322 Viral epitopes showing molecular mimicry with human
peptides are HLA binders that predispose to T1D

The ability of homologous peptides to induce this autoimmune
disease was tested by binding to MHC class II molecules that pre-
dispose to T1D. As a result, we have taken a holistic approach using
IEDB analysis resources. This in silico analysis reveals that viral
peptides of varicella and measles share sequence similarity with
their human homologous « Hsp60 peptide » and those are HLA
binders with percentiles rank (<10) (Table 2) but it not binders for
HLA class II that protect against T1D due to percentiles ranks >10
(Table 1; suppelemntary materiels).

32.3. Cytokine secretion profile of homologue peptides

The Interleukin 12 (IL-12) and Interleukin 4 (IL-4) cytokines
induce the differentiation of naive CD4 T cells into T helper cells
(Th1) and (Th2) cells respectively. In addition, co-stimulatory
molecules, PRRs, peptides interaction with MHC molecules can
influence the release of cytokines and the generation of Th1l and
Th2 cells [58e60]. The alteration in the pattern of cytokine secre-
tion induced by the viral peptides responsible for molecular
mimicry may regulate the differentiation of Th1l and Th2 cells.

We predicted the cytokine secreting ability of the peptides by
employing IFN epitope and IL4 pred web servers. We noticed that
all mimicking peptides induce IL-4 expression and only hemag-
glutinin peptide and Hsp60 peptide induce IFN-g expression
(Table 3). So this mimicking peptides can induce the production of
Th2 and Th1cells.


https://webs.iiitd.edu.in/raghava/il4pred/
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/il4pred/
http://osddlinux.osdd.net/raghava/ifnepitope/index.php
http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/
http://mordred.bioc.cam/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/

F.Z. Meziane, M. Dali-Sahi, N. Dennouni-Medjati et al.

Table 2
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Demonstration that homologue peptides are HLA DR3/DR4 binders by the Immune Epitope Database (IEDB).

Peptides introduced for Alleles that predisposes to Type 1 Peptide epitope found by Method used Percentile Epitope core found by
prediction Diabetes IEDB rank IEDB
gE HLA-DRB1*04:02 QHICLKHTTCFQDVV sturniolo 2.55 ICLKHTTCF
QHICLKHTTCFQDVVV HICLKHTTCFQDVVV
HLA-DRB1*04:08 QHICLKHTTCFQDVV sturniolo 8.22 ICLKHTTCF
HICLKHTTCFQDVVV
HLA-DRB1*03:01 QHICLKHTTCFQDVV Consensus (smm/nn/ 9.47 ICLKHTTCF
sturniolo)
Hema HLA-DRB1*04:08 RTDDKLRMETCFQQA sturniolo 1.63 LRMETCFQQ
RTDDKLRMETCFQQACK TDDKLRMETCFQQAC
DDKLRMETCFQQACK
HLA-DRB1*04:02 RTDDKLRMETCFQQA sturniolo 1.96 LRMETCFQQ
TDDKLRMETCFQQAC
Hsp60 HLA-DRB1*04:02 MLRLPTVFRQMRPVS sturniolo 0.40 LRLPTVFRQ
MLRLPTVFRQMRPVS HLA-DRB1*04:08 MLRLPTVFRQMRPVS sturniolo 0.99 MLRLPTVFR
HLA-DRB1*03:01 MLRLPTVFRQMRPVS Consensus (smm/nn/ 8.05 MLRLPTVFRQMRPVS
sturniolo
HLA-DRB1*04:04 MLRLPTVFRQMRPVS Consensus (smm/nn/ 9.09 MLRLPTVFR

sturniolo)

Key: gE: glycoproteins E, Hsp60: the heat shock protein (Hsp)-60, Hema: Hemaglutinin.

Table 3
Prediction of IL-4 and IFN-g induction capacity for each peptide.

Alleles that predisposes to Peptides epitopes

Epitopes cores introduced Method and score for

Peptide ability to  Methods and score for Peptide ability to

type 1 diabetes found by IEDB for prediction IL-4 prediction induce IL4 IFN-g prediction induce IFN-g
HLA-DRB1*04:02 gE: QHICLKHTTCFQDVV SVM IL4 inducer MERCI =)
QHICLKHTTCFQDVV 0.22 1
gE:HICLKHTTCFQDVVV
HLA-DRB1*04:08 gE QHICLKHTTCFQDVV
gE: HICLKHTTCFQDVVV SVM IL4 inducer MERCI =)
HICLKHTTCFQDVVV 0.22 1
HLA-DRB1*03:01 gE:
QHICLKHTTCFQDVV
HLA-DRB1*04:08 Hem: RTDDKLRMETCFQQA SVM IL4 inducer SVM ()]
RTDDKLRMETCFQQA 0.29 0.54094801
Hem: TDDKLRMETCFQQAC SVM IL4 inducer SVM ()
TDDKLRMETCFQQAC 0.27 0.36426436
Hem:
DDKLRMETCFQQACK
HLA-DRB1*04:02 Hem: DDKLRMETCFQQACK SVM IL4 inducer SVM ()}
RTDDKLRMETCFQQA 0.28 0.32515534
Hem:
TDDKLRMETCFQQAC
HLA-DRB1*04:02 Hsp60: MLRLPTVFRQMRPVS SVM IL4 inducer SVM ()
MLRLPTVFRQMRPVS 0.28 0.22331148
HLA-DRB1*04:08 Hsp60:
MLRLPTVFRQMRPVS
HLA-DRB1*03:01 Hsp60:
MLRLPTVFRQMRPVS
HLA-DRB1*04:04 Hsp60:
MLRLPTVFRQMRPVS

Key: IL-4: interleukin 4, IFN-g: Interferon-gamma, Hema: Hemaglutinin.

324 Structure prediction of homologue peptides and establishing
the structural mimicry

The 3D structures of gE peptide QHICLKHTTCFQDVVV (Fig. 14A;
suppelemntary materiels), hemagglutinin peptide
RTDDKLRMETCFQQACK (Fig. 1B; suppelemntary materiels) and
MLRLPTVFRQMRPVS Hsp60 peptide (Fig. 1C; suppelemntary ma-
teriels) were predicted and their scrambled versions were gener-
ated through the PEP-FOLD de novo modelling server and validated
using RAMPAGE web-based tool.

Through RAMPAGE analysis, the number of amino acids residues
(in percentage) was obtained in the favoured region proving that
the predicted model is acceptable.

All peptides have shown that the percentage of residues in the
favoured region is greater than 75% (>75%). For the peptide gE it is
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equal to 100% (14 residues), for the peptide Hemagglutinin it is
equal to 93.3% (14 residues) and for Hsp-60 it is equivalent to 76.9%
(10 residues); thus peptides were subjected to a prediction of
structural mimicry.

As the sequence and structure of peptides binding to HLA
molecules play a crucial role in the activation of T cells, we subse-
quently examined if the epitopes showing sequence similarity had
a structural resemblance. The superposition of the epitopes 3D
structure showed structural mimicry between them with RMSDs
<1 (A) (Table 4) (Fig. 1).

4. Discussion

Infection is one of the most likely candidates involved in the
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A

Fig. 1. Superposition peptides epitopes two by two by TM-align. A Superposition of epitope gE (blue) and hemagglutinine (red). B Superposition of epitope hemagglutinine (blue)

and Hsp60(red). C Superposition of epitope gE (blue) and Hsp60(red).

Table 4
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<

Autoreactive MHC class II binding viral epitopes showing structural similarity with human peptides. Diagram indicating the comparison of predicted structural similarity
among the peptides selected from virales and human. The comparison was made in terms of root-mean-square deviation (RMSD).

Aligned residues of homologous peptides RMSD (A) TM-score TM-score Figures
gE: QHICLKHTTCFQDVVV- 0,85 0.51199 0.48188 Fig. 1A
Hema: RTDDKLRMETCFQQACK

Hema: RTDDKL—RMETCFQQACK~— 0,5 0.48868 0.55383 Fig. 1B
Hsp-60: ————MLRLPTVFRQMRP-VS

gE: —QHICLKHTTCFQDVVV— 0,91 0.42846 0.45702 Fig. 1C

Hsp60: MLRLPTVFRQMRP- —VS

Key: RMSD:root-mean-square deviation, gE: glycoproteins E, Hsp60: the heat shock protein (Hsp)-60; Hema: Hemaglutinin.

development of type 1 diabetes. Infection can be involved in two
stages of the development of type 1 diabetes. First as initiators of
the diabetogenic process and then as triggering factors that non-
specifically precipitate clinical diabetes [61].

The prediction model retains the viral infection factors “varicella
and measles” and type 1 and type 2 diabetes family history as
factors contributing to the occurrence of T1D with ORs of (2.11,
0.61).

Our results are in accordance with the study of Ali and al which
reports that viral infection by the varicella virus and measles are
risk factors of T1D [62].

Likewise, successive but independently encountered viral in-
fections can precipitate autoimmunity. A shared viral epitope can
lead to cross-activation of existing virus-specific memory T cells, to
a modification of the T cell repertoire, and to subsequent induction
of immunopathology [63e65].

On the one hand, we have been able to identify the epitopes and
determine their sequence and structure homology (gE, hemagglu-
tinin, Hsp60). They were identified to bind tightly to HLA class 11
HLA-DRB1 * 04: 02 molecules, HLA-DRB1 * 04: 08, HLA-DRB1 * 03:
01 and HLA-DRB1 * 04: 04 that are alleles of genetic predisposition
to T1D in Caucasian populations [31].

On the other hand, we have shown that these cross-reactive
epitopes can activate Th2 cells but only hemagglutinin and HSP60
can activate the differentiation of ThO to Th1 cells.

The Hsp60 protein has already been mentioned in a previous
study to be implicated in the etiopathology of T1D in molecular
mimicry with respect to the regions of the enterovirus capsid
proteins, one in the VP1 protein and the other in the VPO. This
molecular mimicry results in cross-reactivity mediated by the an-
tibodies [66].

Although Hsp60 is a ubiquitous molecule that can be the target
of this autoimmune disease. It is present in a unique way in the beta
cell secretory vesicles. In case of insulin secretion, these vesicles
fuse with the beta-cell membrane, which causes the presentation
of Hsp60 on the beta cell membrane and/or even secretion in the
absence of mitochondrial stress, causing secretion differences
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characteristic of other cells [67,68]. Experiments suggest that there
may be specific tissue post-translational modifications of Hsp60.
They have also shown how T cells are still able to proliferate in the
presence of beta cells and in the absence of other antigen pre-
senting cells. Comparable to our study, the result obtained from a
study show that Hsp60 in beta cells could be specifically treated in
this tissue, thereby allowing the beta cell to present Hsp60 to T cells
and thus to present a specific immunogenic peptide such as p277
[68].

On the other hand, the measles virus has been incriminated in
the pathogenesis of T1D by the induction of a cross reaction be-
tween the sequence (88-96aa) of the measles virus hemagglutinin
glycoprotein and are homologous with the epitope peptide
TPLVEDGVKQC (805e820) 2 tyrosine phosphatase (IA-2). These
two peptides bind to HLA-DR4 (* 0401) and are deducted to present
amino acids identical to the T cell receptor [5].

Epidemiological data strongly suggest that enteroviruses, such
as coxsackievirus B4 (CVeB4), may be associated with T1D [10].
Similarly, our study provides a new hypothesis regarding the
involvement of varicella virus and measles in the etiopathology of
T1D and particularly in genetically predisposed diabetics (HLA DR3/
DR4) via their mimetic epitopes of the glycoprotein gE and hem-
agglutinin exert a molecular mimicry with the human molecule
Hsp60.

This study suggests a neutralization of the anti-virus activities of
measles and varicella in HLA DR3/DR4 individuals prior to the
development of type 1 diabetes.

Further studies are needed to clarify the relationship between
Paramyxovirus - Herpesviridae and especially varicella and T1D
pathogenesis, in order to develop strategies for the prevention of
T1D.

5. Conclusion

Infection with varicella and measles, as well as family history of
type 1 and type 2 diabetes, are considered as risk factors for the
development of type 1 diabetes.
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This in silico study confirms the sequence and structure ho-
mology between the glycoprotein gE of varicella and the measles
hemagglutinin glycoprotein with the human molecule Hsp60.

These homologous peptides bind to HLA class II molecules (HLA
DR3/DR4) that predispose to T1D and are not binders to protective
class I HLA molecules (HLA DR15,HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02).
In addition, they induce the differentiation of ThO lymphocytes into
Th2 and hemagglutinin and HSP60 activate the Th1. The obtained
results are in favour of a molecular and structural mimicry between
the varicella gE glycoprotein and the measles hemagglutinin
glycoprotein with the molecule Hsp60 (immunogenic molecule)
which becomes the target of self-reactive T cells.

51. Limitations of the study

In vitro tests must be undertaken in order to verify the bioin-
formatics predictions, which have enabled us to find epitopes,
derived from the varicella virus and measles homologous to the
autoantigen Hsp-60. It is also have the ability to induce an auto-
immune reaction against pancreatic b cells in order to develop
preventive strategies for the population of diabetics with the ge-
netic predisposition HLA DR3/DR4.
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Chapitre 4 : Les anomalies de la formule sanguine au cours du diabete de
type 1 et risque cardiovasculaire

1. Résumé

Contexte/Obijectif : Le profil hématologique des personnes atteintes de diabete de type
1 (DT1) est déséquilibré, indiquant le risque de développer des maladies coronariennes. Notre
étude a évalué l'association entre le diabete de type 1 et les anomalies de la formule sanguine
considérée comme étant prédicteurs des risques cardiovasculaires.

Méthodes : L'étude a inclus 410 personnes atteintes de DT1 et 690 personnes non
diabétiques au niveau de l'ouest Algérien. Les parametres sanguins périphériques ont été
évalués a l'aide d'un analyseur d'hématologie. Toutes les informations concernant la maladie
ont été recueillies via un questionnaire préconcu.

Résultats : Le modele logistique, a révelé que les sujets diabetiques avaient trois fois
plus de risque d’avoir un taux élévé en globules blancs comparant aux témoins (P = 0,005) et
il a retenu des taux élevés en éosinophiles, ce dernier est quatre fois plus associés au DT1 (P =
0,0001). En ce qui concerne le taux inferieur d'hématocrite, estétroitement lié aux personnes
atteintes de DT1 avec un OR egal a seize (P = 0,0001). De plus, le taux élevé de monocytes,
la vitesse de seédimentation des érythrocytes a 1h/mm, le volume plaquettaire moyen et le
nombre bas de plaquettes étaient associés aux personnes atteintes du DT1.

Conclusion : Le profil hématologique associé au DT1 a révélé un déséquilibre d’un
ensemble de parametres reconnus comme étant a risque de développer des évenements
cardiovasculaires dont ’augmentation du volume plaquettaire moyen et le nombre élevé de
leucocytes et d’éosinophiles et un faible nombre d'hématocrites.

Mots clés

Diabete de type 1, globules blancs, éosinophiles, hématocrite, risque cardiovasculaire.
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2. Introduction

Le diabéte de type 1 se caractérise par une glycémie élevée. Le taux élevé de glucose
rigidifie la membrane érythrocytaire, altérant négativement le comportement naturel des
érythrocytes, en particulier dans la microcirculation [1].

Les personnes diabétiques présentent souvent des anomalies hématologiques. Ceux-ci
incluent lI'anémie et d'autres problemes de globules rouges. Les anomalies des globules blancs
et des plaquettes sont également fréquentes chez les personnes atteintes de diabete [2, 3].

Ces changements hématologiques affectent les globules rouges, les globules blancs (GB)
et le facteur de coagulation [4,5,6]. La taille des plaquettes est considérée comme un indicateur
indirect de l'activité plaquettaire et donc un facteur important dans les complications micro et
macrovasculaires du diabete [7]. Un volume plaquettaire moyen (VPM) plus élevé a été noté
chez les personnes atteintes de DT1 et de diabete de type 2 et ces altérations sont liées au
controle métabolique [7, 8].

A cet effet, le milieu métabolique du diabéte modifie considérablement les fonctions
plaquettaires, ainsi les parametres morphologiques des plaquettes. La fonction plaquettaire peut
étre corrélee avec leur taille car les plaquettes plus grosses sont plus actives, contiennent plus
de granules de séecrétion et produisent plus de thromboxane A2 qui favorise l'agrégation
plaquettaire [9].

Un taux bas d’hématocrite et I’é1évation de la vitesse de sedimentation des érythrocytes,
coassociés a un nombre élevé de globules blancs et de leurs sous-types (par exemple, les
neutrophiles, les monocytes, les lymphocytes et les éosinophiles) prédissent la présence d'une
maladie coronarienne [10]. Il est maintenant bien établi qu'il existe une augmentation du
risque cardiovasculaire des personnes atteintes de DT1 [11].

Les anomalies de la formule sanguine au cours du diabéte sont fréquentes et constituent
un facteur important dans l'augmentation du risque cardiovasculaire [12,13,14].

Les objectifs de cet article sont de décrire l'association entre le DT1, les anomalies
hématologiques reconnues comme étant prédicteurs du risque cardiovasculaire.

3. Méthodes

Une étude cas-témoins a été menée a l'unité de Diabéte Pédiatrigue du CHU de
Tlemcen. Les parents de tous les enfants de I'étude ont fourni un consentement éclairé écrit
avant de participer a I'étude. L'étude a été menée conformément a la déclaration d'Helsinki et
le protocole a été approuvé par le comité d'éthique et de recherche de I'Université de Tlemcen.

Le groupe de cas était compose de 410 personnes atteintes de DT1 avec un &ge moyen de
10 £ 5 ans qui avaient été diagnostiqués avec DT1 selon les criteres de I'OMS [15] et qui
recevaient des soins au service pédiatrique du CHU sous insuline uniquement. Les données sur
les comorbidités associées ont été collectées a partir du registre des patients, avec des données
sur les soins hospitaliers et ambulatoires.
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Des échantillons de sang ont été prélevés aprés une période de jelne de 8 4 10 heures. Les
numérations sanguines, y compris la numération des globules blancs et les différentiels,
I'némoglobine, les plaguettes, ont été analysées a l'aide de l'analyseur d'hématologie automatisé
Beckmon Coulter 750 par la méthode d'impédance.

Les cas ont été sélectionnés au hasard parmi les enfants fréquentant le service de diabéte
pédiatrique en utilisant une technique d'échantillonnage aléatoire systématique. Le groupe
témoin était composé de 690 personnes non diabétiques d'un 4ge moyen de 16 + 2 ans
sélectionnés dans d'autres services pédiatriques du méme hopital. Le DT1 a été exclu des
contrdles en consultant leurs antécédents leur glycémie au hasard.

3.1 Outils d'étude

Un questionnaire structuré a été construit en utilisant la technique Delphi par les
chercheurs apres avoir passé en revue la littérature sur les facteurs de risque environnementaux
et le DT1 [16,17,18,19,20]. Le questionnaire a été élaboré et validé par des experts en
épidemiologie et en pédiatrie. Il a été congu pour les besoins de I'étude et les données ont été
recueillies en interrogeant les parents des enfants. Il comprend les informations suivantes : (a)
des données démographiques telles que le nom, I'age, le sexe, la résidence, I'dge au moment du
diagnostic de DT1 et le revenu familial ; (b) les caractéristiques parentales, telles que I'age de
la mere a l'accouchement, I'éducation, la profession, le tabagisme, la consanguinité et les
antécédents de diabete pour les deux parents, et le poids a la naissance (kg).

L'analyse des données a été réalisée a l'aide de Minitab 16 pour Windows. La
comparaison entre deux groupes a été analysee a l'aide du test Chi-deux sur échantillons
appariés. Une valeur p < 0,05 a été considerée comme statistiquement significative.

Une étude de régression logistique binaire a été menée pour montrer les anomalies de la
numération globulaire prédicteurs du risque cardiovasculaire associées au diabete de typel et
en utilisant les facteurs mesurés (la variable de réponse est appelée ici Y, qui compte les sujets
diabétiques (D) et les personnes atteintes de diabéte (T), (D) étant la valeur de référence).

4. Reésultats

Le tableau 1 résume les parametres hématologiques principalement associés aux
personnes diabétiques. Ainsi, le nombre de globules blancs (GB) était significativement plus
élevé chez les diabétiques par rapport au groupe témoins (P = 0,0001) et le taux d'hématocrite
significativement bas (P= 0,0001).

Les indices de morphologie plaquettaire sont significativement différents chez les
enfants atteints de DT1 par rapport au groupe sans diabéte, de sorte que la numération
plaquettaire était plus faible chez les enfants atteints de DT1 par rapport au groupe de témoins
(p=0,0001) et le volume plaguettaire moyen (VPM) chez les personnes diabétiques était
significativement plus élevéee que dans le groupe de témoins (P=0,0001).

D'autre part, les personnes diabétiques avaient des taux plus élevés de la vitesse de
sédimentation érythrocytaire (VS1h/mm) avec P = 0,0001.
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Tableau 1. Paramétres hématologiques associés au diabete de type 1.

Chapitre 4

Parametres cas Témoins
hématologiques Taux 410 690 p-value
associésau DT1
Les globules Taux normal 227 (55,26 %) 593 (85,94 %)
blancs (GB) Taux faible =~ 43 (10,53 %) 19 (2,76%) p =0,0001
(GBx107L) Tauxélevé | 140 (34,21%) 78 (11,30 %)
Monocytes Taux normal 227 (55,26 %) 677 (98,11 %)
(x 10%/L) — p= 0,011
Taux éleve 183 (44,74 %) 13 (01,89 %)
Taux normal 140 (34,21%) 440 (63,77%)
Eosinophiles ) _
(x 10%/L) Taux faible 32 (7,89%) 53 (07,68%) p=0,001
Taux élevé 238 (57,90 %) 197 (28,55%)
Taux normal 129 (31,58 %) 603 (87,39 %)
Hématocrite (%) Taux faible 227 (55,26 %) 78 (11,30 %) p=0,0001
Taux élevé 54 (13,16 %) 9 (1,31 %)
Vitesse de Taux normal 32 (07.89%) 178 (25,8%)
sédimentation a p=0,0001
WWmm (VS IVMM)  1oiwleve | 378(9211%) | 512 (74,20 %)
Numeration 1 x normal 334 (81,58 %) 690 (100%)
plaquettaire (X p=0,0001
10°L) Taux faible 76 (18,42 %) 0(0%)
Volume plaquettaire T I 270 (65,79% 624 (90,43%
moyen (VPM) (fL) = 'auxhorma (65,79%) (90,43%) 10,0001
Taux élevé 140 (34,21%) 66 (9,57 %)

10%/L :giga/litre , fL :femtolitre

Le modéle logistique repris dans le tableau 2 retient des numérations élevées de
leucocytes comme facteurs associés au diabéte de type 1 par rapport aux personnes non

diabétiques ainsi les sujets diabétiques ont 2,70 plus de risque d’avoir une numération
leucocytaire élevée (OR =2,70 IC a 95% = 1,35-5,38, p = 0,005).

De plus, les sujets diabétiques ont 4 fois plus de risque d’avoir un nombre plus élevé
d'éosinophiles (OR = 3,99 ; IC a 95 % = 2,05-7,74, p = 0,0001).
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De plus, en prenant compte les termes de I'hématocrite, les résultats montrent que le
niveau bas d'hématocrite est fortement associé au DT1 (OR = 15,48 ; IC a 95 % = 4,26-
56,27, P =0,0001).

Tableau 2. Résultats de la régression logistique.

- - z IC Min IC max
Prédicteurs Coefficients CoefErT (Wald) p-value OR (95%) (95 %)
Constant -2.77220 0.509427 5,44 0,000

Tauxé';"e 0992177 0.351961 282 0,005 2,70 135 5.38
Taux élevé

d'éosinophiles 1.38273 0,338371 4.09 0,000 3,99 2.05 7,74
Faux bas 2.73960 0658420 416 0000 1548 | 4.26 56.27

d’hématocrite

OR : rapport de cotes, IC : intervalle de confiance.

Enfin, toutes les adéquations sont favorables a savoir la méthode de Pearson, la méthode
de Somme des carrés d'écart, la méthode de Hosmer-Lemeshow et les méthodes de Brown
(alternative générale et alternative symetrique) conduisant a un modele acceptable avec une
valeur p > 0,05 ( tableau 2.1)

Tableau 2.1. Les tests d'adéquation des ajustements

Méthodes K-squire  Df p-value
Pearson 5.03122 4 0,284
Somme des carrés d'écart 6.71709 4 0,152
Hosmer-Lemeshow 2.55876 4 0,634
Marron : Alternative générale 4.86258 2 0,088
Marron : Alternative symétrique = 1.41741 1 0,234

Le tableau 3 montre les capacités prédictives de ce modeéle ; nous avons trouvé un tres
fort pourcentage de paires concordantes (81,5%). Le D de Somers, le Gamma de Goodman-
Kruskal et le Tau-a de Kendall sont le résumé du tableau des paires concordantes et
discordantes.

Geénéralement, ces mesures sont comprises entre 0 et 1, ou les valeurs les plus élevées
refletent les meilleures capacités de prévision de ce modeéle. Dans ce cas, les deux premiéres
mesures valant 0,75 et 0,86 impliquent une capacité de prévision trés forte, Tau-a Kendall
donne une capacité prédictive relativement bonne.
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Tableau 3. Mesure des associations (entre la variable de réponse et les
prévisions de probabilité).

Paires Nombre = Pourcentage Mesures récapitulatives
Concordant 2142 81,5 D de Somers 0,75
Discordant = 161 6.1 Gamma de Goodman- 0,86

Kruskal
Ex aequo 324 12.3 Tau-a de Kendall 0,34
Le total 2627 100,0

5. Discussion

Notre étude montre une association statistiquement significative entre le DT1 et un
nombre élevé de globules blancs. Notre population DT1 a trois fois plus de risque d'avoir un
nombre éleve de globules blancs que les personnes non diabétiques.

Tong et al, ont rapporté que l'augmentation du nombre de leucocytes était des
indicateurs predictifs du développement de complications micro et macro vasculaires chez les
personnes diagnostiquées avec le DT2 [21].

D'autre part, I'etude de Madjid et al indique que quel que soit I'état de la maladie, la
numération leucocytaire est un facteur de risque indépendant et un indicateur pronostique des
futurs résultats cardiovasculaires [13].

De plus, les modéles logistiques retenus, le nombre éleve d'éosinophiles est quatre fois
plus associé aux personnes DT1 par rapport au groupe sans diabéte. En ce qui concerne le
nombre de globules blancs, de monocytes et d'€osinophiles, il était significativement associé
auDT1.

Selon Prentice et al, I'élévation du nombre de neutrophiles, d'éosinophiles et de
monocytes est un indicateur pronostique de la maladie coronarienne [22].

Un faible taux d'’hématocrite était associé au DT1 avec un OR égal a 15,5. Ainsi, selon
I'étude de Brun et Orsetti, une diminution de I'nématocrite chez les personnes diabétiques se
retrouve principalement dans les complications vasculaires [23].

La numération plaquettaire était plus faible et le VPM était plus élevée chez les enfants
atteints de DT1. L'étude de Malachowska et al menée sur des personnes atteintes de DT1 ont
obtenu les mémes résultats [24]. Selon I'étude de Singer et al, la diminution des plaquettes est
associée a une augmentation de l'activité plaquettaire et de leur renouvellement ou peut étre
due a une thrombopoiése inefficace selon I'étude de Wolfsdorf [25,26].

D'autre part, I'étude menée par Ersoy et al., a considéré que le VPM peut étre considéré
comme un marqueur de l'athérosclérose précoce chez les enfants atteints de DT1 [27] et la
méta- analyse a montré que le VPM est plus élevé comme marqueur prédictif du risque
cardiovasculaire [28].

La majorité des personnes atteintes de diabéte avaient des taux plus élevés de vitesse de
sédimentation érythrocytaire (VS1), plusieurs études ont révélé que la vitesse de
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sédimentation érythrocytaire est un médiateur potentiel de l'athérogenése et I'hypertension
d’ou son utilité dans la recherche de maladies cardiovasculaires [10,29, 30].

6. Conclusion

En conclusion, le modéle prédictif a montré un déséquilibre des parametres sanguins
chez les diabétiques qui sont les principaux prédicteurs de la numération globulaire liés au
risque potentiel d'événement cardiovasculaire. L’¢tude montre un nombre élevé de
leucocytes et d'éosinophiles et un faible nombre d'hématocrites.

Cependant, il est recommandé un dépistage systématique et régulier du profil
hématologique des personnes diabétiques.
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Chapitre 5 : Risque de complications macrovasculaires associées aux
parametres lipidiques et a la durée du diabete dans le diabete de type 1

1. Résumé

Obijectifs : L'objectif de cette étude était d'identifier les facteurs de risque dont les
modifications des parameétres lipidiques qui favorisent le développement de complications
macrovasculaires.

Méthodes :

Notre population d'étude est composée de 103 personnes atteintes de diabéte de type 1. Il
est composé de 22 adultes &gés [30-56 ans] qui présentent des complications
macrovasculaires. 1l y a 81 participants n'ayant eu aucune complication dont 23 adolescents
[10-18 ans], 7 jeunes adultes [20-25 ans], 51 adultes [>25 ans].

Résultats : L'analyse descriptive des deux groupes a montré que 82 % des diabétiques
ayant les complications macrovasculaires avaient une durée de diabete de plus de 10 ans, contre
48 % dans le deuxiéme groupe. 68 % des diabetiques avec complications avaient un IMC
supérieur a 25 kg/m? et des taux élevés de cholestérol total et de triglycérides qui étaient
significativement plus éleves.

La régression logistique binaire a montré que l'augmentation des taux de triglycérides
et la durée du diabéte sur 10 ans sont des facteurs de risque de complications macrovasculaires.

Conclusion :

La maladie macrovasculaire est une athérosclérose des gros vaisseaux dans laquelle le
surpoids, l'obésité et des parameétres lipidiques élevés (cholestérol, triglycérides) jouent un réle
fondamental dans son établissement. La durée prolongée du diabéte s'ajoute a ces différents
facteurs en multipliant par quatre le risque de développer ces complications dans notre
population.

Mots clés
Diabete de type 1, complications macrovasculaires, triglycérides, durée du diabete, surpoids,
obesité.
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2. Introduction

Le diabéte de type 1 est une maladie complexe, qui se développe dans divers étatsde
complications microvasculaires et macrovasculaires. Les complications microvasculaires
sont spécifiques au diabete et comprennent la rétinopathie diabétique, la néphropathie et la
neuropathie [ 1 ].

Les complications macrovasculaires comprennent la maladie coronarienne, la maladie
de lartere carotide, la maladie vasculaire périphérique et la maladie des vaisseaux cérébraux
impliquant les grosses arteres qui peut conduire aux troubles suivants (Angor et infarctus du
myocarde, Accidents vasculaires cérébraux ischémiques transitoires ou permanents ,Maladie
artérielle périphérique)[2, 3]. Ces complications ne sont pas spécifiques au diabéte ;
cependant, les patients diabétiques ont une athérosclérose accélérée et un risque plus élevé de
maladie macrovasculaire par rapport a la population générale [1].

En plus de ces complications, les diabétiques se caractérisent par la présence
d'altérations structurelles et fonctionnelles des artéres de gros et moyen calibre, telles qu'une
augmentation de I'épaisseur et de la rigidité de la paroi artérielle [ 4,5, 6 ].

Bien que les complications vasculaires du DT1 surviennent rarement avant la puberté,
il est reconnu que l'athérosclérose débute dans I'enfance et évolue avec une dyslipidémie [7].

De plus, la dyslipidémie chez les personnes atteintes de diabete de type 1 est associée a
un développement précoce d'anomalies cardiaques et vasculaires [8] par I’augmentation du
cholestérol LDL, les taux de triglycérides, les taux de cholestérol total et la diminution du
cholestérol HDL [9].

L'association entre I'hypertriglycémie et I'athérosclérose n'est pas encore claire [ 10-13 ]
cependant I' athérosclérose peut étre un phénomene postprandial dans lequel les lipoprotéines
résiduelles jouent un réle fondamental [ 14-16 ] et I'augmentation des taux de triglycérides a
jeun refléte des taux accrus de lipoprotéines résiduelles, cela permettra la prédiction du risque
d'infarctus du myocarde (IM), de cardiopathie ischémique [17 ].

De nombreuses données confirment le role prédictif de I'age, de la durée du diabete, de
I'adiposité abdominale et de la dyslipidémie sur la mortalité cardiovasculaire [18, 19].

L'étude EURODIAB d'une cohorte de personnes atteintes de DT1 a déja montré que la
durée du diabete, le tabagisme, I'indice de masse corporelle (IMC), la pression artérielle et les
triglycérides étaient associés au développement de la neuropathie [20].

Le but de notre étude était d'étudier les facteurs de risque et les modifications de certains
parametres lipidiques associés aux complications macrovasculaires chez les personnes atteintes
de DT1 dans I'extréme ouest de I'Algérie (Tlemcen).

3. Méthodes

Cette étude a été congue comme une analyse transversale des patients atteints de DT1
et a été menée a l'unité de diabete pédiatrique et a l'unité d'endocrinologie du CHU de
Tlemcen. Tous les participants et leurs parents ont fourni un consentement éclairé avant de
participer a l'enquéte. L'étude a été réalisée conformément a la déclaration d'Helsinki et a été
réalisée suite a la loi algérienne (25/2006, Résolution N ° 0,387), il a été approuvé par le comité
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d’éthique et de recherche de I'Université de Tlemcen.

L’échantillon était composé de 103 participants atteints de DT1 et qui avaient
développé le DT1 avant I'dge de 35 ans. Les participants ont été sélectionnés au hasard parmi
les adolescents, les jeunes adultes et les adultes qui se sont présentés pour des visites médicales
de routine & I'ndpital et aux centres sanitaires de la ville de Tlemcen (extréme ouest de
I'Algérie), aprés avoir recu l'autorisation du comité d'éthique institutionnel.

Le diagnostic du DT1 a été posé sur la base des critéres de I'OMS par le médecin
specialiste [21]. Les patients recevaient des soins dans l'unité d'endocrinologie et de pédiatrie
du CHU, ils étaient sous insulinothérapie. Les données sur les comorbidités associées ont été
collectées a partir du registre des patients, avec des données sur les soins hospitaliers et
ambulatoires.

Des échantillons de sang ont été prélevés aprés une période de 8 a 10 h a jeun. Les
paramétres du profil lipidique ont été analysés a I'aide Roche modulaire P800 utilisant des
méthodes standard. Le cholestérol total (CT), les triglycérides (TG) et les niveaux de HDL-C
ont été mesurés. Les taux de LDL-C ont été calculés par la formule de Friedewald en utilisant
les données des lipides disponibles [22]. Les taux seriques de CT supérieurs a 200 mg / dl, le
taux de TG supeérieur & 150 mg / dl, le taux de LDL-C supeérieur a 130 mg / dl, ou le taux de
HDL-C inférieur a 40 mg / dl ont été considérés comme la dyslipidemie [23].

3.1 Outils d'étude.

Un questionnaire structuré a été construit en utilisant la technique Delphi par les
chercheurs apres avoir examine la littérature sur les facteurs de risque de complications du
diabete pour les patients DT1 [24-27].

Le questionnaire a été elabore et validé par des experts en épidémiologie et en
pédiatrie. 1l a été concu a la fin de I'étude et les données ont €té recueillies en interrogeant les
parents, les jeunes adultes et les adultes de I'adolescent. Il comprend les informations suivantes
: (@) des données démographiques telles que le nom, I'age, le sexe, la résidence, I'age au moment
du diagnostic de DT1 et le revenu familial ; (b) les caractéristiques parentales, telles que I'age
de la mere a I'accouchement, I'éducation, la profession, le tabagisme, la consanguinité et les
antécédents de diabéte pour les deux parents, et le poids a la naissance (kg).

L'analyse des données a été réalisée a l'aide de Minitab 16 pour Windows. La
comparaison entre deux groupes a été analysée a l'aide du test Chi-deux et test de student pour
échantillon apparié. Une valeur p < 0,05 a été considérée comme statistiquement significative.

Une étude de régression logistique binaire a été réalisée pour déterminer un modéle
prédictif des personnes atteintes de DT1 en utilisant les facteurs mesurés (la variable de réponse
est ici notée Y, qui compte les diabétiques de type 1 ayant des complications macrovasculaires
(D) et les diabétiques de type 1 sans complications macrovasculaires (T), (D) étant la valeur de
référence).

4. Reésultats

Les caractéristiques anthropométriques de la population étudiée sont présentées dans le
tableau 1.

Le groupe d'étude était composé de 103 sujets, dont 22 adultes agés de 30 a 56 ans
ont développé des complications macrovasculaires, alors que 81 n’ont pas développé ces

complications, dont 23 adolescents, 7 jeunes adultes et 51 adultes. L'age au moment du
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diagnostic du diabéte de typel était inférieur a 35 ans.

La durée moyenne du diabete était de 15 +5 ans pour

Chapitre 5

les diabétiques avec

des complications et significativement plus élevée que le deuxiéme groupe de diabétiques (11
+7 ans). En outre, 82% des sujets ayant des complications avaient une durée du diabete plus
de 10 ans, comparant a 48% des diabétiques qui ne présentent pas de complications, cette
différence est statistiguement significative avec une valeur de p-value égale a 0,005.

Le surpoids et I'obésité étaient significativement plus élevés chez les patients présentant
des complications avec un IMC moyen égal a 28 + 7 (Kg/m 2) par rapport aux diabétiques
sans complications P=0,021 (tableaul).

Tableaul. Caractéristiques anthropométriques de la population étudiée.

. o p-value
Cas avec au moins une Cas sans complications
complication macrovasculaires
Les facteurs 81
macrovasculaire
22
Age (Années) 44 +9 3215 p=0.0001
Sexe % . 7 (32%) 40 (49%)
Masculin 0 =0.142
0, 0,
Eéminin 15 (68%) 41 (51%)
Age de découverte du diabéte (années) 299 21 +13 p =0.002
Durée du diabete (années) 155 117 p =0.004
>10 ans 18 (82%) 39 (48%)
Durée du diabéte p =0.005
<10 ans 4 (18%) 42 (52%)
Presence 11 (50%) 29 (36%)
Consanguinité % p=0.226
Absence 11 (50%) 52 (64%)
Antécédents Presence 16 (73%) 48 (59%)
p =0.248
familiaux de diabéte Absence 6 (27%) 33 (41%)
IMC (Kg/m?2) 287 24 £ 6 p=0.021
IMC (<18) 0 (0%) 12 (15%)
- 0, 0,
IMC (18-25) 7 (32%) 47 (58%) 0= 0,003
IMC (25-30) 6 (27%) 9 (11%)
IMC >30 9 (41%) 13 (16%)

IMC : indice de masse corporelle, les valeurs en gras sont significatives
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Le tableau 2 résume les paramétres lipidiques caractéristiques des patients atteints de DT1.

La population des diabétiques atteints de complications macrovasculaires renferme une
fréquence élevée de patients ayant des taux élevés en cholestérol total et de triglycérides par
rapport aux diabétiques sans complications qui sont de I'ordre de (27 % vs 6 %) (64 % vs 35
%) respectivement. Alors qu'aucune différence significative n'a été observee entre les deux
populations diabétiques pour les taux de cholestérol LDL et HDL.

Tableau 2. Paramétres lipidiques caractéristiques de la population étudiée.

Cas avec au moins Cas sans
\ une complication complications
Parametres . ) p-value
macrovasculaire macrovasculaires
22 81
Moyenne * Ecart-Type 1.80+0.38 1.55+0.32 p=0.008
Cholesterol Individus ayant des niveaux
total normaux 16 (73%) 76 (94%) 6=0.004
(g/L) Individus ayant des niveaux e
alevés 6 (27%) 5 (6%)
Moyenne * Ecart-Type 1.45+0.65 1.19+0.5 P=
C 0.093
Triglycéride Individus ayant des niveaux
(g/L) y 8 (36%) 53(65%)
normaux 0=0.014
Individus ayant,des niveaux 14 (64%) 28 (35%)
éleves
Moyenne + Ecart-Type 1.05+0.35 0.93+0.27 p=0.147
LDL-C Individus ayant des niveaux 21 (95%) 80(99%)
normaux
(G/L) Individus ayant des niveaux p=0.114
0, 0,
élevés 1(5%) 1(1%)
Moyenne + Ecart-Type 0.42+0.06 0.4+0.058 p=0.172
HDL-C Individus ayant des niveaux 14 (64%) 46(57%)
normaux
(o/L) Individus ayant des niveaux p=0.564
bas 8(36%) 35(43%)

g/L :gramme/litre LDL-C : Low Density Lipoprotein-cholestérol; HDL-C : High Density Lipoprotein -cholestérol ;
Les valeurs en gras sont significatives.

Les résultats de notre modéle logistique présentés dans le tableau 3 montrent que le taux
élevé de triglycéride est un facteur de risque de complications macrovasculaires avec un Odd
Ratio de 1,67 (OR =1,67; IC a 95% = 1,00 a 2,77, P = 0,049), et que les personnes ayant une
durée de diabéte de plus de 10 ans ont 4 fois plus de risque de développer ces complications
(OR =4,20;1C 2a95% = 1,28 2 13,80, P = 0,018).
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Tableau 3. Résultats de la régression logistique.

Chapitre 5

- . Z IC Min IC max
Predicteurs Coefficients CoefErT (Wald) p-value OR (95%) (95 %)
Constant -2.75983 0.588813 -4,69 0,000

Tauxelevesde | 51914, 0,259264 1,97 | 0,049 1,67 1,00 2,77

triglycérides
Duree du diabete | -, 0, 0.606430 237 | 0018 4.20 1,28 13.80
supérieure a 10

ans

OR : Odds Ratio ; IC : intervalle de confiance.

Enfin, tous les ajustements sont favorables a savoir la methode de Pearson, la méthode de
la déviance, la méthode de Hosmer-Lemeshow et les méthodes de Brown (alternative générale
et alternative symétrique) conduisent a un modeéle acceptable avec une valeur p de 0,05 (tableau

3.1).

Tableau 3.1. Les tests d'adéquation des ajustements

Méthodes K-squire | Df p-value
Pearson 1.20695 1 0,272
Somme des carrés d'écart 1.24818 1 0,264
Hosmer-Lemeshow 1.20695 | 2 0,547
Marron :Alternative générale 1.20695 | 2 0,547
Marron :Alternative symétrique 1.20668 | 1 0,272

Le tableau 4 montre les capacités prédictives de ce modele ; nous avons trouvé un
pourcentage élevé de paires concordantes (61,2%). Le D de Somers, le Gamma de Goodman-
Kruskal et le Tau-a de Kendall sont le résumé du tableau des paires concordantes et
discordantes.

Tableau 4. Mesure des associations (entre la variable de réponse et les prévisions de

probabilité).

Paires Nombre | Pourcentage Mesures récapitulatives
Concordant 1091 61,2 D de Somers 0,45
Discordant 286 16,0 Gamma de Goodman-Kruskal | 0,58

Ex aequo 405 22,7 Tau-a de Kendall 0,15
Le total 1782 100,0

81




Résultats et Discussion Chapitre 5

5. Discussion

Les études des parameétres lipidiques ont accumulé des preuves biologiques concernant
les triglycérides, l'athérosclérose et la thrombose indiquant l'importance potentielle des
triglycérides dans I'étiologie de la maladie coronarienne [28].

Les résultats de notre étude indiquent l'association de taux élevés de cholestérol total et
de triglycérides avec des complications macrovasculaires. Cela corrobore avec les résultats
d'études antérieures qui ont montré que la concentration en triglycérides est un puissant
prédicteur de maladies cardiovasculaires chez les diabétiques [29]. De plus, I'étude prospective
de Fontbonne et al a révélé que la concentration en triglycérides était le prédicteur indépendant
le plus fort de la mort coronarienne [30]. Des études épidémiologiques ont suggéré que la
dyslipidémie et un faible taux de cholestérol HDL sont des facteurs de risque de complications
cardiovasculaires [9, 31].

D'autre part, le modele logistique montre que les diabétiques ayant des taux élevés de
triglycérides ont presque deux fois plus de risques de developper des complications
macrovasculaires.

De plus, dautres études ont montré que l'augmentation des taux de triglycérides est un
facteur de risque causal de maladies cardiovasculaires independamment du cholestérol HDL et
LDL [31, 32]. De plus, I'étude d'Iso et al a montré que le taux de cholestérol total n'influencait
pas la relation entre les triglycérides et les maladies coronariennes [33].

L'étude de Brewer et al a supposé que le taux élevé de TG augmente le risque de
maladie coronarienne par les effets athérogenes des lipoprotéines résiduelles riches en TG, qui
sont d'origine hépatique et intestinale, partiellement dégradées qui ont perdu des TG par l'action
de la lipoprotéine lipase et ont pris des esters de cholestérol grace a I'action de la protéine de
transfert des esters de cholestérol [34].

De plus, les lipoprotéines riches en TG sont pro-inflammatoires et peuvent provoguer un
dysfonctionnement endothélial [35], réguler positivement I'expression des molécules
d'adhésion endotheliales et favoriser la chimiotaxie des macrophages. Elles sont
particulierement susceptibles de pénétrer dans la paroi artérielle ou elles sont ingérés par les
macrophages (par analogie avec les LDL oxydées), puis transformées en cellules spumeuses
et peuvent ainsi provoquer I'athérosclérose [36-38].

En revanche, un taux elevé de TG supérieur a 150 mg/dL est un déterminant du risque de
syndrome métabolique [39], cependant, dans notre population d'étude, le surpoids et I'obésité
se sont avérés significativement associés aux sujets diabétiques ayant des complications
macrovasculaires. .

En revanche, la durée du diabéte supérieure a 10 ans est un facteur de risque imminent
dans notre population d'étude car les diabétiques ont 4 fois plus de risque de développer des
complications macrovasculaires.

Cela a été rapporté dans une population de DT2 ou Zoungas et al ont retrouvé que la
durée du diabéte est associée au risque de complications macrovasculaires [40] et I'étude des
Jerneld et Algvere a montré que larétinopathie chez les patients traités a l'insuline a été
corrélée a la durée de diabéte [41].
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Selon I'étude de Fox et al, le risque de maladie coronarienne est multiplié par 1,5 pour
chaque augmentation de 10 ans de la durée du diabéte. [42].

Les anomalies lipidiques observées chez les patients diabétiques peuvent étre dues a
l'altération du métabolisme lipidique associée au DT1, c'est pourquoi une surveillance
particuliere du profil lipidique doit étre préconisée notamment chez les patients ayant un diabéte
de plus de 10 ans.

6. Conclusion

Les personnes atteintes de diabéte de type 1 dans notre population d'étude ne sont pas a
I'abri des risques macrovasculaires et microvasculaires habituels. 1l apparait que les troubles
des parameétres lipidiques (augmentation du cholestérol total et des triglycérides) ainsi que le
surpoids et I'obésité sont significativement plus élevés chez les personnes atteintes de diabéte
de type 1 avec complications macrovasculaires par rapport aux diabétiques n'ayant pas de
complications. Ce risque est associé a des taux élevés de triglycérides et a une durée de diabéte
supérieure a 10 ans evaluée par régression logistique.
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1. Discussion générale

Grand nombre de maladies humaines sont des maladies dites complexes ou
multifactorielles, résultant non pas de I’effet délétére d’une mutation fonctionnelle dans la
population générale mais de I’interaction de plusieurs facteurs génétiques avec des facteurs
environnementaux.

Pris séparément, chaque facteur n’a qu’une contribution modeste au risque génétique
global pour une maladie complexe donnée. La difficulté¢ réside dans 1’identification des
différents facteurs de susceptibilité et dans la détermination de la combinaison des alléles a
risque pour laquelle le risque relatif de développer la pathologie sera le plus élevé.

Cette démarche a eu recours a un nombre considérable de données individuelles et
familiales, 1’utilisation de marqueurs génétiques Soit hautement polymorphes, soit bi-
alléliques pertinents (fonctionnels), un traitement informatique des données et enfin, une
analyse par des méthodes statistiques adaptées a la problématique des maladies
multifactorielles.

De plus, notre région d’étude est marquée par la consanguinité fréquemment retrouvée
dans les populations de diabétiques (Dali-Sahi and Benmansour, 2014) confortant la
transmission des facteurs héritables qui favorise le développement du diabete de type 1. Dans
les pays Arabes, la consanguinité et les taux de mariage des cousins germains sont parmi les
plus élevés rapportés dans le monde entier. Ceci se traduit par 1’augmentation de
I'homozygotie a la fois des haplotypes HLA et des genes non HLA associés a la susceptibilité
ou a la protection au diabéte de type 1 faisant de la population Arabe une population de choix
pour I’étude génétique du diabete de type 1(Zayed 2016).

L’étude cas-témoins, avec une population de 717 cas et 959 témoins, a permis d'étudier
I'influence des génes HLADR3/DR4 et d’éventuels marqueurs microsatellites liés a la région
HLA pouvant servir de marqueurs potentiels. D’autre part nous avons évalué 1’influence des
genes HLADR3/DR4 sur la susceptibilité au diabéte de type 1.

Dans cette étude, nous mettons en évidence une association génétique au DT1 ou le
génotype HLADR3/DR4 augmente deux fois le risque de développer le diabete de type 1.

Ce résultat conforte la notion déja présente dans la littérature qui considere que le
systeme HLA expliquerait 50% de la susceptibilité génétique au diabete (Charkaluk et al.,
2002; Patterson etal., 2012) et les sujets porteurs des deux haplotypes HLA DR3-DQ2 et
DR4-DQ8 ont un risque approximatif de 1 sur 20 de développer un diabete type 1 avant I’age
de 15 ans(Group 2006).

L’étude entrepris au niveau de la population Tunisienne a confirmé le role majeur joué
par I'haplotype DRB1*04 DQB1*0302 (DR4-DQ8) et DRB1*03 DQB1*0201 (DR3-DQ2)
dans la susceptibilité au diabete (Kamoun et al., 2002).

Alors que pour la population marocaine se sont les haplotypes DRB1*03-DQB1*02
(DR3-DQ2), DRB1*04-DQB1*03(DR4-DQ8) et DRB1*04-DQB1*02(DR4-DQ2) qui
induisent une susceptibilité au DT1 tandis que les haplotypes DRB1*13-DQB1*06(DR13-
DQ6) et DRB1*15-DQB1*06(DR15-DQ6) exercent un effet protecteur (Benseffaj et al.,

2012).
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D’autre part nos résultats révelent que 89% des sujets qui résident dans la région
géographique (les monts de Tlemcen) sont porteurs d’au moins un alléle de prédisposition
génétique HLA DR3. Il est connu que I’allele DRB1*03 (HLA DR3) prédispose la majorité
des populations subsahariennes alors que DRB1*04 (HLADR4) est quasi absent (Mbanya et
al., 2001;Fagbemi et al., 2017; Sunni et al., 2017).

En plus, nous avons cherché a trouver des marqueurs alléliques (SNPs) associés aux
alleles HLADR3/DR4 justifiant le DT1 dans la population de I’extréme ouest Algérien a
savoir rs2187668 et rs3104413 qui pourrait servir de marqueurs de prédiction, de
prédisposition pour I’alléle HLADR3 et DR4 respectivement des six principales catégories de
type DR pertinent pour le risque de DT1 : HLADR3/4; DR3/3 ou DR4/4; le port d'un seul
DR3 et un type non DR3, non DR4 (DR3/X) ; le port d'un seul type DR4 et un type non DR3,
non DR4 (DR4/X) ; et absence de DR3 et DR4 (DRX/X). On a noté une fréquence élevée du
génotype GA et GC pour les polymorphismes rs2187668 et rs3104413 respectivement. Ce
travail préliminaire nous a permis d’apporter des données non encore enregistrées quant a
I’association de marqueur allélique SNPs et les haplotypes de prédisposition au diabéte de

type 1.

Hormis la prédisposition genétique d’autres paramétres peuvent apporter des réponses
quant a I’étiopathogenése du DT1.

Nos résultats indiquent que I'hérédité liée au diabéte de type 1 et de type 2 sont des
facteurs d'exposition au diabéte de type 1 aux quels s’ajoutent les antécédents d'infection par
les virus de la varicelle et la rougeole.

Des investigations ultérieures ont montré que les antécédents familiaux de DT1 et de
diabete de type 2 étaient plus fréquents chez les diabétiques que les témoins (Dahlquist et al.,
1989;Teupe and Bergis, 1991; Barone et al., 2008).

Des études ont rapporté une fréquence plus élevée de HLA-DR4 ou HLA-DR3/DR4
chezles personnes atteintes de DT2 (Rich et al., 1993; Tuomilehto-Wolf et al., 1993; Horton
et al., 1999) et connus pour étre associés au risque de DTI1. Il a été montré qu’une
transmission excessive d'haplotypes liés a DR4 des parents atteints de diabete de type 2 a leur
progéniture atteinte de diabéte de type 1(Rich et al., 1991).

Par ailleurs, une étude japonaise a associé le DT1 et le DT2 au polymorphisme du
nombre variable de répétitions en tandem (VNTR) situé dans le promoteur du géne de
I'insuline (Nomura et al., 1986).

En effet, nos résultats corroborent avec la théorie virale puisque le modéle prédictif
rapporte une association significative entre I’infection virale par le virus de la varicelle et la
rougeole avec le DT1. Nous avons cherché a comprendre le mécanisme sous-jacent puisque
de nombreuses publications rapportent cette théorie.

Les premiéres études menées au Royaume-Uni ont suggéré que I’infection par le
sérotype CBV4 du virus coxsackie B (CBV) peut étre liee au DT1 (Gamble et al., 1969 ;
Gamble et al., 1973)
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D'autres virus ont également été étudiés pour des preuves de mimétisme dans le diabéte
de type 1 tel que virus coxsackie B(CBV4) (Atkinson et al., 1994), le virus de la rubéole
(Ou et al., 2000), du cytomégalovirus humain (Hiemstra et al., 2001).

Afin de réaliser un screening des molécules pouvant jouer un rdle dans la
physiopathologie du DT1 et exercant un mimétisme moléculaire, on a entrepris une étude in
silico pour déterminer les homologies de séquence entre les protéines virales(varicelles et
rougeole) avec celle du soi et vérifier que ses peptides homologues ont la capacité de se lier
aux molécules HLA de prédisposition (HLADR3vsDR4) et ne se lient pas aux molécules
HLA protecteurs et par la suite établir leurs capacité a induire la sécrétion des cytokines I1L4
et IFN-y suite & la différenciation des LThO en LThl et LTh2  pouvant étre a I’origine de la
destruction des cellules B pancréatiques. Ainsi on a retrouvé un mimétisme moléculaire des
épitopes des glycoprotéines E (gE) du virus de la varicelle et de I'némagglutinine du virus de
la rougeole avec I'ndte HSP60, en particulier chez les diabétiques ayant une prédisposition
génétigue HLA DR3/DR4 et ces épitopes ont la capacité d’induire la différenciation des
lymphocytes ThO en Th2 alors que I’hémagglutinine et Hsp60 activent le Thl.

Par contre, peu d’études ont évoque I’implication du virus varicelle-zona et de la rougeole
dans I’infection et la destruction des cellules B pancréatiques (Jenson et al., 1980; Honeyman
et al., 1998).

Néanmoins, les epitopes de la protéine de choc thermique humaine 60 (hsp60)
déterminés dans notre étude s’ajoutent aux données de la littérature qui stipulent que le
DiaPep277 est un épitope majeur des cellules T de la protéine (hsp60) (Eldor et al., 2009)
[29]. Des essais de vaccination auto-antigéne par le DiaPep277 ont montré son implication
dans le systeme immunitaire inné mais aussi dans la modulation du systéme immunitaire
adaptatif puisque les patients traités avec DiaPep277 ont produit plus d'IL-10 et IL-13 et
moins d'IFN-gamma en réponse au peptide p277 par rapport au groupe placebo (Raz
etal.,2001) [28].

En 2019, une diminution statistiquement significative de l'incidence du DT1 chez les
jeunes enfants qui avaient été vaccinés contre le rotavirus a été signalée a la fois en Australie
(Perrett et al., 2019) et aux Etats-Unis (Rogers et al., 2019),ceci encourage les chercheurs a
développer des vaccins appropriés en déterminant les sérotypes des virus associés au DT1
dans les différentes régions géographiques.

Vue I’implication des virus dans I’étiopatholgie du DT1, la recherche d’un vaccin s’avere
primordial pour le traitement primaire et prévention secondaire du diabéte de type 1, en
stoppant le déclenchement de I' auto-immunité et en bloquant I'apparition de I' immunité qui
médit le dysfonctionnement et la mort des cellules B notamment contre les entérovirus (Insel et
al., 2015) puisque les mécanismes de prévention secondaire avec un vaccin a entérovirus
pourraient inclure : (1) la prévention des infections consécutives des Tlots de Langerhans ; (2)
la prévention d'une infection systémique qui réactive la mémoire immunitaire entrainant une
réponse immunitaire ciblée contre les Tlots ou augmente les cytokines circulantes et
I'inflammation qui génére une rechute ou une augmentation de l'auto-immunité des flots.
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Etant donné que 1’age au diagnostic dans notre population (5 +4 ans) recule vers un age
plus jeune, ca rend les diabétiques de plus en plus exposés aux complications
cardiovasculaires qui deviennent la complication macrovasculaire la plus fréquente pour les
diabétiques de type 1 (Melendez-Ramirez et al., 2010), avec 10 fois plus de risque de
développer des évenements cardiovasculaires (p.infarctus,accident vasculaire cérébral, angine
de poitrine et besoin de revascularisation d'une artére coronaire)comparant aux personnes non
diabétiques (Orchard et al., 2006).

Sur la base des résultats de plusieurs études épidémiologiques, il existe de plus en plus de
preuves de l'utilité du profil hématologique en tant que marqueur pronostique pour les
pathologies chroniques, principalement pour le diabéte de type 2 ou I’étude de Kachekouche
et al ont démontré que le taux de basophiles, CCMH, le taux de plaquettes et la vitesse de
sédimentation a lheure constituent des marqueurs de haut risque de DT2 (kachekouche et
al.,2018) alors que pour TI’hypertension c’est le rapport des globules rouges, volume
corpusculaire moyen, concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine, rapport des
plaquettes et vitesse de sédimentation qui s’avérent des paramétres hématologiques
prédicteurs de I’hypertenesion dans notre population d’étude.

L’étude du profil hémtologique pour les DT1 de notre population a révélé que le
nombre de globules blancs et d’éosinophiles était significativement plus élevé pour les
diabétiques comparant aux témoins ceci a été retrouvé chez les patients atteints de diabéte de
type 2 ou le nombre de globules blancs periphériques tels que les basophiles, les eéosinophiles
et les neutrophiles sont augmentés (Gkrania-Klotsas et al., 2010) .

De plus, un taux élevé de globules blancs a été corrélé a des complications micro- et
macrovasculaires chez les patients diabétiques (Tong et al., 2004).

Les leucocytes jouent un role clé dans linitiation et la progression des maladies
coronariennes par le bais de I’'inflammation qui a lieu au niveau des lésions athérosclérotiques
et qui survient principalement dans les artéres de gros et moyen calibre (Libby et al., 2002).

Une étude prospective sur 8 ans a confirmé qu'un nombre élevé de globules blancs, de
granulocytes et de neutrophiles était associé a un risque accru de maladie coronarienne (Karino
et al., 2015).

De plus, le nombre de monocytes était significativement plus élevé chez les DT1 et
conformément a différentes études de la littérature, les monocytes chez les diabétiques de type
1 présentent une activation pro-inflammatoire et sécrétent des niveaux accrus de cytokines
pro-inflammatoires et en plus, Bulum et al ont montré une capacité accrue d'attachement des
monocytes aux cellules endothéliales, I'un des stades précoces de l'athérosclérose (Bulum et
al., 2014).

Notre étude a révélé une association entre le diabete de type 1 et le taux d’hématocrite
bas, malheureusement ce dernier a était significativement corrélé avec les scores de risque

cardiovasculaire de Pocock et de Framingham a 5 ans (Spencer et al., 2007).

92



Discussion Générale et Conclusion

En plus, d'autres composants de la formule sanguine, tels que 1’é1évation de la vitesse de
sédimentation des érythrocytes, du volume plaquettaire moyen (VPM) et le nombre de
plaquettes bas complétent la série des parametres associés au diabete de type 1 dans notre
population.

D’autant plus que différentes études les préconisent pour améliorer la capacité a prédire
le risque de maladie coronarienne car I’étude de Froom et al ont montré qu’une élévation
modérée mais persistante de la vitesse de sédimentation érytrocytaire a €té associée a un
risque accru d'incident d’infractus du myocarde chez les sujets jeunes (Froom et al., 1984) et
une autre étude a révélé que la vitesse de sédimentation érytrocytaire était liée a I'étendue de
I'athérosclérose coronarienne (Natali et al., 2003).

Parmi les indices plaquettaires, le VPM a été considéré comme un marqueur de
I'athérosclérose précoce chez les enfants atteints de DT1(Ersoy et al., 2015).

Le volume plaquettaire moyen est augmenté au cours de I’infarctus aigu du myocarde et
souvent associé a une diminution transitoire en numération plaquettaire au cours des
premiéres semaines qui le suivent (Kilicli-Camur et al., 2005),ainsi 1’é1évation de I’activité
plaquettaire et de I’altération de leur morphologie peut étre considérée comme un facteur de
risque de maladies microvasculaires et macrovasculaires (Zuberi et al., 2008; Kakouros et al.,
2011) puisque les plaquettes plus grosses sont plus actives, contiennent plus de granules
sécretoires et produisent plus de thromboxane A2 qui favorise l'agrégation plaquettaire
(Thompson et al., 1982).

Outre le profil hématologique, la dyslipidémie est concomitante chez les patients
diabétiques et joue également un réle important dans l'augmentation du risque vasculaire
associé au diabete de type 2 (Gindogan et al., 2009; Mullugeta et al., 2012). C'est sur la base
deces faits qu’on a jugé opportun d’évaluer I’impact du profil lipidique des diabétiques de
type 1sur le développement des complications macrovasculaires, ainsi on a retrouvé une
association  significative entre ces complications et I’hypertriglycérémic et
I’hypercholestérolémie totale aux quelles s’associe une durée de diabéte supérieur a 10 ans.

L’¢étude de Snell-Bergeon and Nadeau a démontré que la dyslipidémie dans le DT1 est
associée au développement précoce d'anomalies cardiaques et vasculaires (Snell-Bergeon and
Nadeau, 2012). Les données précédemment publiées d'une étude sur les DT1 ont montré des
associations positives entre la durée du diabete et le taux de cholestérol total, de cholestérol
LDL et de triglycérides (Dobrovolskiené et al., 2013).

D’autre part, des taux élevés de triglycérides s'accompagnaient d'un taux élevé
d'altérations microangiopathiques (Chillarén et al., 2014).

Le lien entre la durée du DT1, les complications microvasculaires et d'autres facteurs de
risque de maladies cardiovasculaires ont été retrouvé dans plusieurs études (Frohlich-Reiterer
and Borkenstein, 2010; Demirel et al., 2013).

Le surpoids et I'obésité sont considérés comme des facteurs de risque cardiovasculaire en
soi (Csabi et al., 2000), les résultats de notre étude concordent avec les données de la
littérarture puisqu’un IMC supérieur a 25 est significativement associé au risque de
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complications macrovasculaires.

A cet égard, l'augmentation de I'MC dans le DT1 est associée au développement de
complications chroniques et un plus grand risque cardiométabolique comparant aux patients
maigres atteints de DT1 (Corbin et al., 2018).

En plus, 1’étude observationnelle menée chez les adultes atteints de DT1ont constate que
l'obésité est un marqueur de l'athérosclérose subclinique (Rodrigues et al., 2011).

94



Discussion Générale et Conclusion

2. Conclusion et perspectives

L’incidence du diabéte de type 1 ne cesse d’augmenter de facon alarmante dans le monde
et I’age au diagnostic recule vers un age de plus en jeune.

Les études multicentriques ont affirmé le caractére plurifactoriel du diabéte de type 1 en
démontrant la complexité des événements pathogéniques qui le déclenchent.

Nous avons pu apporter des données non encore enregistrées dans la population de
I’extréme ouest Algérien qui sont d’un grand interet dans I’établissement de la méthodologie
d’analyse et de suivi du DT1 dans une population a risque afin de préciser les facteurs
déclenchant ainsi que les facteurs protecteurs et apporter un savoir faire innovant quant a la
prédiction, la prédisposition et les prévention.

Cette étude a permis de mieux les cerner puisque notre étude génétique a révélé que
I’hétérozygote HLADR3/DR4 est un facteur de risque au développement du DT1
fréquemment retrouvé dans les populations caucasiennes et on a retrouve une association
particuliere entre la prédisposition génétique par 1’allele HLADR3 et le gradient géographique
des monts de Tlemcen (altitude entre 800 et 1400m, latitude de 34.7425°).

Ces données peuvent faire ’objet d’une modélisation mathémathique permettant la
prédiction du développement spatio-temporel des pathologies a allure épidémique.

Explorer par des facteurs spécifiques aux comportements de la population en matiere de
choix de conjoint, la consanguinité, 1’endogamie participent a véhiculer a travers les
générations les alléles de prédisposition dans ses deux formes de diabéte (type 1 et type 2).
Les antécédents familiaux au diabéte de type 1 et de type 2 sont des facteurs de prédispostion
qui multiplient le risque de survenu du DT1 par 2 a 10 fois.

La piste virale trouve aussi sa place quant a la survenue du diabete de type 1, les
antécédents personnels d’infection par les virus de la varicelle et la rougeole sont des
évenements qui préludent a I’inauguration du DT1. Nous avons esseyé d’apporter des réponses
du processus immunopathogique mis en cause dans la génese de la réponse autoimmune.

Nous avons choisi d’entreprendre une étude in silico qui nous a permis de retrouver les
épitopes de la « gE » de la varicelle et ceux de « I’hémagglutinine » de la rougeole qui sont
homologues a ceux de la protéine humaine « Hsp60 » ayant la capacité de se lier aux HLA
DR3 et DR4 qui prédisposent au diabéte et ont la capacité d’induire le systéme immunitaire

Il ressort de ce travail que le diabéte type 1 s’inaugure a un &ge de plus en plus précoce
dans nos populations, ce qui augmente le risque de complications sur 10 ans.

I1 s’agit des complications dégeénératives & moyen ou long terme qui peuvent menacer le
pronostic fonctionnel voire vital des patients, nécessitant une prise en charge et un suivi
rigoureux tout au long de la vie.

D’ou I’interet de proposer des paramétres de diagnostic de routine dans les examens afin
de prévenir les complications vasculaires et de mette en place une veuille épidemiologique
dans les populations d’extreme ouest algerien.
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En explorant la formule sanguine dans cette étude, on constate un nombre élevé de
globules blancs significativement associé a la survenue du DT1. Elevation reconnue comme
étant prédictrice du développement des maladies coronariennes.

De méme la dyslépidemie joue un role non négligeable dans I’étiologic des complications
macrovasculaires, on a noté dans notre population que I’hypertriglycérémie et une durée de
diabéte supérieure a 10 ans sont des facteurs de risque des complications macrovasculaires,
d’autre part, autres parametres sont associés aux complications notamment
I’hypercholéstérolémie et un IMC supérieur a 25 kg/m?.

Ainsi, les patients & risque sont facilement identifiables lors des analyses du bilan
hématologique et lipidique et pourraient éventuellement bénéficier d'un traitement préventif.

Il ressort de cette étude que, le mimétisme moléculaire qu’on a retrouvé doit étre étudié
in vitro car l'identification des épitopes contribue a la compréhension de la pathogenése de la
maladie, le développement de tests de diagnostic pour prédire la maladie et le développement
de peptides thérapeutiques specifiques pour la prévention de la maladie.

Il serait donc intéressant que l'identification des sequences immunodominantes de gE du
virus de la varicelle et de I’hemaglutinine de la rougeole contribuera au développement d’un ou
plusieurs vaccins sous-unitaires.

Il est primordial d’explorer les génes d’expression dans la survenue du diabéte de type 2
qui peuvent eventuellement s’exprimer précédement dans le DT1 par I’étude des familles dont
les enfants diabétiques de type 1 ont une fréquence élevee d’antécédents familiaux de DT2.

En revanche, d’autres études devront étre entrepriseS sur une population cas-témoins a
large échelle afin de déterminer dans un premier temps les polymorphismes des SNPs
marqueurs (rs2187668, rs3104413) des alleles HLA DR3/DR4 qui sans doute diminuront les
couts d’analyse génétiques dans le but de rendre ces analyses acceccibles aux enfants a risque de
développer le DT1.

Le caractere polygénique du DT1 a été identifié dans notre population chez 15.2% de
diabétiques qui ont une prédisposition génétique par le polymorphisme du VNTR du promoteur
de I’insuline associé a au moins un alléle HLADR3 et ou DR4, ceci nous motive a explorer
d’autres polymorphismes tel que celui situé au niveau du géne de la protéine tyrosine
phosphatase, non-récepteur de type 22 (PTPN22) et celui du CTLA-4 identifié dans d’autres
études comme étant les mieux associés a la succeptibilité au DT1.

Plus que jamais, il est impératif d’étudier le mode de vie et les habitudes alimentaires des
diabétiques de type 1 pour les preserver de la dyslépidéemie et 1’hyperglycémie qui sont les
agents étiologiques agravant les complications micro et macrovasculaires.
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Nom et Prénoms :

Localité :

Code la famille :

ethnique :Age :

Groupe sanguin :

D-L nNe ioéconomi

Type d’habitation :

d’instruction :Age et Profession :
mere :

Fratrie :

Nombre de fréere

11)- Famille

Consanguiniteé : oui :

Code du patient :

Nombre de sceurs

Annexe

Questionnaire

Date :

Origine

Sexe :

Niveau

pére :

Range dans la friterie

non :Degré de consanguinité :

Phénotypes des parents (diabéte, autres pathologies ou trait

remarquables) :Pére :

Meére :

Tabagisme : 1. Oui

Traitement lors de la grossesse :
Diabéte gestationnel de la mére :
111)-Le cas index :

1) Le diabéte :

Poids (kg) :

Tour de taille (cm) :

A la naissance :  poids :

cranien :Terme gestationnel :
Pathologie associées :
Supplémentassions en vitamine D : de

Type de I’allaitement : Maternel :

2. NonAntécédents familiaux de diabéte :

Taille (cm) :
Périmeétre cranien :
Taille : Périmeétre

Age au diagnostic :

a:
artificiel : mixte :
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Antécédent personnel :

Fracture : oui :

2) Autres complications
Cardiologie :

Neurologie :

Eil : Audition :

IV)-Parameétres biologigues :

Glycémie :

Urée :
CréatiniNg © voveeeeeecerecsseeessenesenns
(01 0101 (2551 1] o] IR

anticorps Anti GAD

Annexe

nonlnfections virales:

Néphrologie :
Thyroide :

Peau :

IGF1 :

Vitmine D :

Peptide C :

Triglycéride:

Anticorps Anti GAD:

Anti insulin: anti-1A2 :
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Annexe

Formulaire de consentement
République algérienne démocratique et populaire
Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche
ScientifiqueUniversité de Tlemcen

Département de biologie

Madame Monsieur

Vous participez a un projet de recherche sur le diabéte de type 1. Dans le cadre de ce

projet, unecollecte de données personnelles est proposée.

Données personnelles utilisées uniquement a des fins de recherche
scientifique. Toutes les informations sont conservées dans la plus
stricte confidentialité.

Les informations ne sont pas publiées, ainsi que le nom et le prénom.

Aprés avoir lu ces informations et avoir pu poser toutes les questions que j'ai

jugeées utiles aumédecin qui me suit.
J'accepte la collecte de données conformément aux finalités

décrites ci-dessus.Patiente :

Une copie originale signée de ce formulaire de consentement doit étre conservée par le patient.

118



	République Algérienne Démocratique et Populaire
	Université ABOU BEKR BELKAID-Tlemcen
	Département de Biologie
	Jury
	Présidente : Mme MEDJATI-DENNOUNI Nouria.Professeur, Université de Tlemcen
	Examinatrice : Mme MESLI TALEB BENDIAB Farida.Professeur, Université de Oran1
	Examinatrice : Mme BELKASSAM Nafissa.MCA, Université de Sidi Bel Abbes
	Examinateur : Mr BOULENOUAR Houssam.MCA, Université de Tlemcen
	Directrice de thèse : Mme DALI YOUCEF-SAHI Majda. Professeur, Université de Tlemcen
	الملخص
	1. Publications
	Y.Benslama, N. Dennouni- Medjati, M. Dali-Sahi, FZ. Meziane, Y. Harek. Childhood type 1 diabetes mellitus and risk factor of interactions between dietary cow's milk intake and HLA-DR3/DR4 genotype. Journal of Biomolecular Structure and Dynamics 2021;1-9.
	2. Communications internationales.
	3. Communications nationales.
	Liste des figures
	Liste des tableaux
	Résultats et Discussion : Chapitre 1
	Résultats et Discussion: Chapitre 2
	Résultats et Discussion: Chapitre 4
	Résultats et Discussion: Chapitre 5


	PREMIERE PARTIE
	Introduction générale
	DEUXIEME PARTIE
	1. Population d’étude
	2. Le recrutement des sujets
	3. Le recueil des données
	3.1. Le questionnaire
	3.2. Le dossier médical
	4. Critères d’évaluation des malades
	4.1. Critère d’inclusion
	4.2. Critère de non inclusion
	5. Critères d’évaluation des témoins
	5.1. Critères d’inclusion
	5.2. Critères de non inclusion
	6. Prélèvements et paramètres étudiés.
	6.1. Les variables d’intérêts
	7. Extraction de l’ADN par la technique NaCl (salting out).
	7.1. Techniques d’extraction
	7.1.1. Lyse des globules rouges
	7.1.2. Lyse des leucocytes
	7.1.3.  Précipitations des protéines.
	7.1.4. Précipitation de l’ADN.
	7.2. Dosage et contrôle de qualité de l’ADN.
	8. Etude du polymorphisme HLADR3/DR4
	8.1. Génotypage des allèles HLADR3/DR4 par sonde Taqman
	8.2. Réaction PCR
	9. Analyse immunoinformatique pour la détermination des épitopes viraux.
	9.1. Programmes et bases de données utilisés
	9.1.1. NCBI (ProteinDatabase)
	9.1.2. Blast
	9.1.3. LALIGN
	9.2.  Établissement des liants et des non liants
	9.2.1.  Outil d'analyse IEDB
	9.2.2. Allèles utilisés dans l'étude
	9.2.3. L'auto-antigène
	9.2.4. Antigènes viraux
	9.3. Profil de sécrétion des cytokines
	9.3.1. Il4Pred
	9.4. Prédiction de la structure 3D des peptides homologues
	9.5. Établissement du mimétisme structurel
	10. L’analyse statistique

	TROISIEME PARTIE
	Résultats et Discussion
	Chapitre 1
	Description de la population
	Chapitre 1 : Description de la population
	1. Introduction
	2. Matériel et méthodes
	3. Analyses statistiques
	4. Résultats
	5. Discussion
	6. Conclusion
	7. Références




	Chapitre 2
	Epidémiogénétique du DT1, génotype de prédisposition (HLADR3/DR4) et  gradient géographique  de prédisposition.
	Chapitre 2 : Epidémiogénétique du DT1, génotype de prédisposition (HLADR3/DR4)
	et  gradient géographique  de prédisposition
	1. Résumé
	Méthodes :
	Résultats:
	Mots clés
	2. Introduction
	3. Méthodes
	3.1  Génotypage HLA Classe II
	3.3 Analyses statistiques
	4. Résultats
	5. Discussion
	6. Conclusion
	7. Références

	Molecular mimicry between varicella, measles virus and Hsp60 in type 1 diabetes associated HLA-DR3/DR4 molecules
	Chapitre 3: Molecular mimicry between varicella, measles virus and Hsp60 intype 1 diabetes associated HLA-DR3/DR4 molecules
	1. Résumé.
	3. Méthodes
	4. Résultats
	5. Conclusion



	Chapitre 4
	Les anomalies de la formule sanguine au cours du diabète de type 1 et risque cardiovasculaire
	Chapitre 4 : Les anomalies de la formule sanguine au cours du diabète de type 1 et risque cardiovasculaire
	1. Résumé
	Mots clés
	2. Introduction
	3. Méthodes
	3.1 Outils d'étude
	4. Résultats
	5. Discussion
	6. Conclusion
	7. Références



	Chapitre 5
	Risque de complications macrovasculaires associées aux paramètres lipidiques et à la durée du diabète dans le diabète de type1
	Chapitre 5 : Risque de complications macrovasculaires associées aux paramètres lipidiques et à la durée du diabète dans le diabète de type 1
	1. Résumé
	Méthodes :
	Conclusion :
	Mots clés
	2. Introduction
	3. Méthodes
	3.1 Outils d'étude.
	4. Résultats
	5. Discussion
	6. Conclusion
	7. Références



	Discussion Générale
	et
	1. Discussion générale
	2. Conclusion et perspectives


	Références Bibliographiques
	Annexe
	I)-Les données socioéconomiques :
	IV)-Paramètres biologiques :


