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Chapitre 1

« Introduction G énérale »



Introduction générale

Le nombre de cas de diabéte de type 1 augmente dans le monde entier chaque
année. Le DT1 est généralement diagnostiqué chez les enfants et les adolescents avec la
moitié des nouveaux cas survenant avant I'age de 15 ans (D. Caroline & al, 2019). Il
faut faire pareil pour le reste On observe également une tendance a développer le DT1
avant I'age de 5 ans. La maladie a une cause multifactorielle et polygénique. Le risque de
DT1 dans la population générale est de 0,5 %, mais il est multiplié par 10 lorsque I'un des

parents sont également atteints de la maladie (D. Caroline & al, 2019).

Le diabéte implique de nombreux génes, et en ce sens les études de GWAS
(genome-wide association scans) sont bien adaptées pour essayer d’identifier les génes
impliqués dans sa mise en place (L. Basile, 2015). Notamment HLA, Arntl2, CTLA4,
PTPN22, et INS-VNTR dans plusieurs groupes ethniques, sont probablement liés a
différents antécédents génétiques et facteurs environnementaux (M. Bjgrnvold & al,

2008).

Le risque de développer le diabéte de type 1 est plus élevé chez les jumeaux
dizygotes (10 a 20 %) que chez les fréres et sceurs non jumeaux ayant des génes HLA
similaires (6%). Cette observation suggére l'influence possible de lI'environnement utérin
dans le déclenchement de la maladie. De plus, le risque chez les jumeaux monozygotes
dépasse les 50 %, ce qui souleve la surprise que le deuxiéme jumeau puisse étre

diagnostiqué des décennies apres le premier (B. Lyes, 2021).

Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) représente environ 40 a 50 %

des agrégations familiales du DT1. Ainsi, le CMH humain est également appelé
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complexe HLA. Les molécules HLA de classe | présentent des antigenes endogénes et
les molécules de classe Il présentent des antigenes exogenes aux cellules T (A. Janelle
& M. Ana 2011). Cette partie du génome est située sur bras court du chromosome 6 et
joue un role central dans la réponse immunitaire (J.C. Philips & al, 2012). Les
lymphocytes T CD8 sont prédominants dans I7lot pancréatique. Le recrutement des
lymphocytes T CDS est étroitement 1i¢ a la destruction irréversible des cellules p. Ces
lymphocytes T CD8 disparaissent lorsque toutes les cellules  sont détruites (S. Yannick,
2013). Le diabete est ainsi causé par un déséquilibre entre les cellules T régulatrices

(Treg) et les cellules effectrices (B. Christian, 2017).

Les lymphocytes T, qu'ils soient CD4+ ou CD8+, les lymphocytes B, les
macrophages et les cellules dendritiques jouent un rdle crucial dans le déclenchement de

la maladie ainsi que dans la destruction des cellules B du pancréas (M. victoria, 2022).

Les lymphocytes T cytotoxiques liberent des protéines, notamment la perforine et
les sérines estérases, qui pénetrent dans la cellule cible et entrainent son apoptose. Un
autre mécanisme décrit implique l'interaction entre le ligand Fas exprimé par les cellules
T activées et Fas (CD95) exprimé par les cellules [ lorsqu'elles sont exposées a certaines

cytokines telles que I'IFN, le TNF et I'lL-1 (M. Victoria, 2022).

Les différentes étapes de la réaction auto-immune sont décrites, marquant une
rupture de la tolérance immunitaire envers les antigénes du soi, caractérisant ainsi une
maladie auto-immune. Trois défaillances contribuent a la pathogenese du diabéte de type

1 (voir Figure 1).
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Figure 1.1: Les défaillances clés dans la progression auto-immune du DT1 (fleches

rouges) (R. Mallone, 2017).

Initialement, dans le thymus, les lymphocytes T immatures sont exposés aux
cellules thymiques qui leur présentent divers antigenes du soi. Les lymphocytes T
capables de reconnaitre leurs auto-antigénes sont éliminés par apoptose, étant considérés
comme dangereux. Cependant, certains lymphocytes échappent a ce processus et
circulent dans le corps, pouvant étre activés ultérieurement pour déclencher une auto-
immunité. Ensuite, au niveau des ganglions pancréatiques et dans un contexte
inflammatoire, la reconnaissance des cellules R conduit a la différenciation des

lymphocytes T en phénotypes effecteurs pathogenes. Enfin, dans les flots pancréatiques,
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les lymphocytes T pathogenes prennent le dessus sur les lymphocytes régulateurs, initiant

ainsi la destruction des cellules 3 (R. Mallone, 2017).

Les répétitions en tandem a nombre variable (VNTR) sont une région régulatrice du géne
de I’insuline contrélant I’expression de I’insuline au niveau thymique (T. Lemoine,
2020). 11 s’agit de séquences génomiques identiques ou hautement similaires répétées en
tandem (c'est-a-dire sans espace entre les répétitions) (M. Mansouri & al, 2018)
et situées au niveau de l'extrémité 5’ du gene de l'insuline en dehors des séquences

codantes.

On peut distinguer trois principales classes de VNTR en fonction de leur taille :

v' Laclasse | avec 26 a 63 répétitions.

v' Laclasse Il avec environ 80 répétitions.

v" Laclasse Il avec 140 a 200 répétitions.
Les polymorphismes du géne de l'insuline sont en déséquilibre de liaison avec la région
VNTR, offrant ainsi la possibilité de les utiliser comme marqueurs de ces variantes

génétiques (M. Azza & al, 2019).

La modification épigenétique d'un VNTR pourrait avoir des conséguences
significatives sur tous les mécanismes de régulation dirigés par le VNTR a la fois sur la
réponse immediate a la signalisation cellulaire et sur les propriétés a moyen et long terme

du VNTR pour moduler la fonction des génes (M. JackNG & al, 2021).

Le géne de l'insuline (INS) contient un VNTR sous la forme d'une unité répétitive

de 14 paires de bases dans sa région de contréle. Il a été noté une association entre la
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longueur de ce VNTR et la susceptibilité au diabéte insulinodépendant (IDDM). Des
analyses ultérieures ont révélé que I'INS VNTR influence 1’expression du transcrit de
l'insuline dans le thymus feetal, Alléles INS avec un VNTR de classe III (140 a 200
répétitions) expriment l'insuline de maniére plus abondante que ceux avec un VNTR de
classe | (26 a 63 répétitions Une expression accrue de l'insuline dans le thymus favorise
la sélection négative des lymphocytes T spécifiques de I'insuline, jouant un réle crucial

dans la pathogenése du diabéte sucré insulinodépendant (DSID)(R. Mallone, 2017).

Le locus de susceptibilité INS VNTR, une région régulatrice du gene de I'insuline,
controle I'expression de l'insuline au niveau thymique. Les alleles de prédisposition
entrainent une expression réduite d'insuline dans le thymus, ce qui entraine une
élimination moins efficace des lymphocytes T anti-insuline et leur présence accrue dans
la circulation (R. Mallone, 2017). De plus, On découvre que 1’effet spécifique de 1’alléle
VNTR de I’insuline L'1DDM dépendait de 1'identité de 1'alléle paternel non traduit (N.

Yusuke, 1998).

Le gene INS de linsuline est positionné entre les genes IGF2 (facteur de
croissance similaire a l'insuline 2) et TH (tyrosine hydroxylase) (A. M. Lucassen & al,
1993). Ce gene se compose de 3 exons et 2 introns. L'exon 2 encode la chaine B de
I'insuline, Une partie du peptide C et le peptide signal nécessaire pour le ciblage de la
protéine dans le réticulum endoplasmique (RE), Ou elle subit des processus de clivage et
de modification de la conformation. L'exon 3 code pour l'autre partie du peptide C et la

chaine A de I’insuline (J. Stoy & al, 2010).
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L'examen des VNTR a révélé que les variations génétiques pré-disposantes
affectent la région promotrice du géne de classe I. Chez les patients porteurs du VNTR
de classe I, 1l a été observé une diminution de I'expression de l'insuline dans le thymus

(S. Yannick, 2013).

L'INS VNTR est localisé en amont de 1'INS et de 'IGF2. L'IGF-II similaire a
I''GF-1 a hauteur de 67 % est produit par le géne IGF2 sur 11p15-5, Faisant partie d'un
ensemble de génes associés a la croissance. Principalement fabriqué dans le foie chez
I'adulte, I'IGF-11 est aussi synthétisé par divers tissus et ensuite libéré dans le liquide péri-
cellulaire. Un fragment appelé "preptine" composé de 34 acides aminés dans les cellules
B est sécrété avec l'insuline agissant comme un stimulateur naturel de la sécrétion

d'insuline (L. callum & al, 2014).

Des études in vitro ont montré que le VNTR a des influences régulatrices sur
I’expression des deux genes. Les haplotypes VNTR de l'insuline et de 1'IGF-II paternels
et maternels n'ont pas les mémes roles durant la période de la vie feetale (B. Pierre,

2002).

La proximité physique des mini-satellites peut influencer l'expression d’IGF2 et
INS. IGF2 code pour un important mitogene omniprésent pendant le développement
feetal. L'IGF-11 favorise la survie cellulaire en inhibant l'apoptose et posséde une activité
immuno-modulatrice démontrée dans divers modeles, y compris par les lymphocytes T

(V. Paquette & al, 1998).
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Dans la plupart des tissus, IGF2 n'est exprimé que par la copie héritée du pére.
L’all¢le transmis de la meére est transcriptionnellement silencieuse. Par conséquent, Seuls
les alleles VNTR paternels peuvent agir sur l'expression de ’IGF 2. L'IGF-Il est un
peptide mitogene exprimé de maniére ubiquitaire qui a d'importantes actions de
signalisation autocrine/paracrine (V. A.F. Petroset & al, 1998).

Dans le pancréas, Les alléles associés a une plus forte expression d’IGF2 peuvent
renforcer la signalisation paracrine vers les cellules T et ainsi favoriser la progression de
l'attaque immunitaire contre les cellules. Les alleles qui augmentent l'expression de
I’IGF2 dans le thymus augmenteraient donc la probabilit¢ que les thymocytes
potentiellement auto-réactifs atteignent la maturité. Par ailleurs, 1l a été proposé que
I'IGF-Il thymique puisse agir comme un peptide de sélection contre les cellules T
réactives a I’insuline, Etant donné sa forte homologie avec la pro-insuline (V.A. F.

Petros & al, 1998).

Les variations nucléotidiques dans la séquence VNTR peuvent influencer la
transcription de I'INS et sont liées a la capacité de former des structures d'’ADN, A la fois

a l'inter et a l'intra-niveau moléculaire (P. Alberto, 2005).

Le risque accru de diabéte de type 1 associé aux alléles de classe | a été attribué a
une expression réduite de I'ARNm de 1'insuline thymique feetale conduisant a une perte
de tolérance immunitaire a I’insuline. Contrairement a ces études dans le thymus, Dans
les lignées de cellules pancréatiques transfectées et dans le pancréas feetal, les alleles de

classe I sont associés a une expression accrue de I'ARNm de [D’insuline. Le




Introduction générale

polymorphisme au niveau du mini-satellite INS VNTR peut modifier un site de liaison
d'un promoteur de transcription, et il a été rapporté que la transfection d'alléles de classe |
influence I'épissage alternatif de l'intron 1 de I'INS, ce qui entraine des transcrits
d'’ARNm plus longs et matures et des taux de pro-insuline plus élevés. Chez l'adulte, les
alleles de classe I sont associés a la pulsatilité de la sécrétion d'insuline des cellules  (H.

Barbara & al, 2006).

Le polymorphisme -23Hphl (rs689) est un polymorphisme mono- nucléotidique
(SNP) et un substitut presque parfait a I'INS VNTR car I’A l'allele de -23Hphl est en
déséquilibre de liaison avec le VNTR court de classe I, Et l'allele T de -23Hphl est en
déséquilibre de liaison avec le VNTR classe Il plus longue. De plus, l'allele C de -
2221Mspl est en liaison désequilibre avec le VNTR classe | et sous-classe 111B, Alors

que l'allele T représente la sous-classe 1A (N. Zhang & al, 2015).

L'un d'entre eux est un polymorphisme A/T, Qui peut étre identifié par I'enzyme
de restriction Hphl et qui est situé 23 nucléotides en amont du codon d'initiation de la
traduction du géne de Il'insuline. Dans la population caucasienne, Les alléles A ou T de -
23 Hphl peuvent étre utilisés comme marqueurs génétiques de substitution pour les

alleles VNTR de classe | et 111 respectivement (K. Mohammad & al, 2017).

Certaines preuves suggerent que les alleles de classe IIl du VNTR augmentent les
niveaux d'expression de l'insuline dans le thymus, Améliorant ainsi la sélection négative
des lymphocytes T auto-réactifs a l'insuline. Cela entraine une augmentation du nombre

de cellules T régulatrices reconnaissant l'insuline, Induisant ainsi une tolérance
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immunitaire envers les antigenes codés par INS, Ce qui est associé a un risque moindre

de réponse auto-immune contre les cellules B pancréatiques (N. Zhang & al, 2015).

En d’autres termes, Les individus porteurs de ’alléle T de -23Hphl ou l'allele T
de -2221Mspl peuvent présenter un risque réduit de DT1.Cependant, bien que de
nombreux genes candidats associés a des cas de DT1 ont été rapportés (N. Zhang & al,

2015).

De plus, le rs689 est associé a l'age au DT1 diagnostic avec homozygotie pour le DT1
allele T protecteur, retardant I’apparition du DT1 d’environ 2 ans. Il a été indiqué concerne
l'analyse du gene INS, Qu’il a son effet sur 1'dge au moment du diagnostic. Le
polymorphisme rs689 est associé aux auto-anticorps anti-insuline. Ces auto-anticorps sont
rarement trouvés dans le DT1 a début plus avancé, Les cas sont souvent observés. Dans le
consortium de génétique du diabéte de type 1 (T1DGC), Les familles de paires
fraternelles affectées (ASP) présentant une homozygotie pour l'allele protecteur T a rs689

montrent un retard diagnostique du DT1 (R. Oindrila & al, 2011).

Un risque accru de 2,44 fois associ¢ a I’INS rs689 Allele T. Les porteurs de
I'allele T associe au 223Hphl courent un risque 2,56 fois plus éleve de développer un
TIDM. L’allele A du polymorphisme -23Hphl est 1’allele de risque et le T allele
protecteur (M. Azza & al, 2019). Les fréquences génétique -Hphl (+) et -Pstl (+) sont
des haplotypes protecteurs de classe Il du VNTR. Il existe des résultats concernant
I’association entre INS VNTR et le poids de naissance. L’association entre le INS VNTR

II- Hphl (+) et le poids de naissance indépendamment du diabéte pourrait &tre en rapport

10
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avec ’empreinte parentale paternelle au locus IGF2 impliqué dans la croissance feetale et

proche du géne de I’insuline (I. Fajardy & al, 2008).

Le bilan initial du diabéte de type 1 chez I’enfant est effectué¢ a I'ndpital dans un
service en pédiatrie. L'acquisition des connaissances de base est réalisée par des
structures éducatives spécialisées pédiatriques ou encore par des associations de patients.
Il est important qu’au cours des 6 premiers mois, L'enfant puisse apprendre a vivre avec
son diabete. Il est également indispensable d’informer et former I’entourage de I'enfant

diabétique (la Haute Autorité de Santé, 2007).

Le bilan initial de ’enfant diabétique comprend un bilan sanguin associant un
bilan glucidique, un bilan lipidique, ainsi qu’un bilan de la fonction rénale (sanguin,

urinaire) (M. Victoria, 2022).

Le bilan glucidique

+ Le taux d’HbAlc est corrélé au taux moyen de glycémie et est fonction de la
durée pendant laquelle I’Hb1Ac est exposée a ce taux de glucose. En occurrence,
Cette durée va dependre de la durée de vie moyenne des globules rouges qui est
d’environ 120 jours (3-4 mois), Mais la décroissance n’est pas linéaire avec une
demi-vie d’environ 27 jours. La glycémie moyenne sur le dernier mois détermine
50% de I’HbAlc qui est surtout le reflet de la glycémie des six a huit dernicres
semaines (2 mois) (R. Little & al, 2002).

L’exposition des protéines du corps humain au glucose entraine une réaction

chimique appelée glycation. La glycation est une réaction non enzymatique au

11
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cours de laquelle le glucose se lie aux protéines de maniere irréversible. Il existe
une relation quantitative entre le niveau d’exposition au glucose et le degré de
glycation. L’exposition au glucose dépend principalement de la glycémie et de la
durée d’exposition a une glycémie donnée. Dans le cas de I’hémoglobine, Cette
durée dépend de la durée de vie des globules rouges (E.S. Kilpatrick, 2000).

Le bilan lipidique

+ Dans le diabéte de type 1 (DT1), plusieurs anomalies lipidiques
potentiellement athérogénes sont observées. Les patients DT1 présentent
des anomalies lipidiques quantitatives en cas de mauvais contréle
glycémique ou de néphropathie diabétique, caractérisées par une
augmentation des triglycérides et du LDL-cholestérol, ainsi qu'une
diminution du HDL-cholestérol. De plus, des anomalies lipidiques
qualitatives déléteres sont observées chez les patients DT1, méme en cas
de controle glycémique satisfaisant. Parmi ces anomalies, on retrouve un
rapport cholestérol/triglycérides accru dans les VLDL et diminué dans les
LDL et HDL, une glycation des apolipo-protéines, une augmentation des
LDL oxydees et des LDL petites et denses. Ces anomalies qualitatives
des lipoprotéines sont susceptibles de perturber leur métabolisme et leurs
fonctions. Ainsi, chez les patients DT1, les VLDL et LDL sont plus
facilement captés par les macrophages, tandis que les HDL présentent
une diminution de leur qualité anti-oxydante et vaso-relaxante. Ces

anomalies qualitatives ne sont pas entierement expliquées par

12
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I'nyperglycémie et pourraient étre en partie liées a I'hyper-insulinémie
périphérique due a l'administration sous-cutanée de l'insuline (B. Verges,

2013).

Le bilan rénal

+ La néphropathie diabétique représente la principale cause de syndrome
néphrotique chez l'adulte et de maladie rénale terminale aux Etats-Unis. Sa
prévalence chez les patients diabétiques de type 1 atteint environ 40%. Les
patients sont surveillés par des analyses d'urine pour détecter la présence de
protéinurie. Si la protéinurie est présente, le dosage de la micro-albuminurie n'est
pas nécessaire, car le patient présente déja une macro-albuminurie, évocatrice
d'une néphropathie diabétique. En I'absence de protéinurie a I'analyse d'urine, un
rapport albumine/créatinine doit étre calculé a partir d'un échantillon d'urine

prélevé en milieu de matinée (F.O.Brien, 2023).

Nous nous proposons dans cette modeste contribution de :

+ Mettre a jour les aspects anthropométriques, Epidémiologiques et
physiopathologiques du DT1, Chez les enfants de la ville de Tlemcen.

+ Analyser la fréquence alléliqgue des VNTR (-23Hhpl /rs689) du promoteur du
gene d’insuline au cours du diabete de type 1 chez les enfants de la ville de

Tlemcen.

13



Introduction générale

+ Apporter des réponses quant & 1’éventuel impact du polymorphisme des VNTR (-
23Hhpl /rs689) du promoteur du géne d’insuline sur le risque de survenue du

diabéte de typel chez les enfants de la ville de Tlemcen.
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I1.1 Disposition de recherche

La wilaya de Tlemcen couvre une superficie totale de 9017,69 km? et détient une
position géographique stratégique au sein du territoire national. Elle est a la fois
frontaliere et cOtiere avec une facade maritime de 73 km. Le Chef-lieu de la wilaya est
située a 432 km a 1’Ouest de la capitale, Alger.

Elle partage ses frontieres :

- Au nord, avec la mer Méditerranée.

- Au nord-est, avec la wilaya d'Ain T’émouchent.
- A l'est, avec la wilaya de Sidi Bel Abbes.

- Au sud, avec la wilaya de Naama.

Carte de la wilaya de Tiemcen
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(Https://www.researchgate.net/figure/Figure-n1-Carte-de-situation-de-la-zone-detude-22-Description-du-milieu-La-zone_figl_321887911)

Figure 11.2 : La carte de localisation et des limites de la wilaya de Tlemcen
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11.2 Type et population d’étude

C’est une étude épidémiologique de type cas-témoins, De population composée
d'enfants recrutés entre le 26 février et le 26 mars 2024 au service pédiatrie (EHS) de
CHU de Tlemcen. En tout, Un échantillon de 153 sujets a été formé avec 59 sujets
diabétiques et 94 témoins sains, Composé de 77 filles et 76 gargons agés de lans a 16

ans. Le rapport était consenti par ses parents.
11.2.1 Criteres d’inclusion
Les critéres d’inclusion étaient :

Cette étude réalisée sur un échantillon d’enfants diabétique du type 1 des deux sexes

(fille/garcon) entre lans et 16 ans.

11.2.2 Criteres d’exclusion
Les enfants exclus de cette étude sont :

» Les enfants qui présentent une difficulté de prélévement.

» Les enfants qui présentent d’autres complications.

11.3 Recueil des données

Cette étude se concentre sur les enfants admis pour diabete de type 1 a l'unité de
pédiatrie (EHS) de I'hndpital de Tlemcen, Ainsi que sur un groupe témoin denfants.
Toutes les participantes ont été pleinement informées des objectifs et du déroulement de
I'étude, Et leur consentement a été recueilli préalablement. Ensuite, Un questionnaire a

été administré aux parents des enfants afin de collecter des données détaillées.
Le questionnaire (annexe 1) a consisté en :

o,

¢ La détermination des données sociodémographique (I’age, le sexe).

17
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% La détermination des données anthropometriques (la taille, le poids de la
naissance, Toure de crane et Maturité osseuse).

% Le type d’allaitement (maternel, artificiel et mixte).

% Le degré de consanguinité.

% Antécedents familiaux de diabete type 1 et type 2.

s D’autres maladies.

% Des bilans (lipidiques, rénaux, glucidiques et hématologiques).

I1.4 Parametres biochimique

11.4.1 Prélevement sanguin

La prise de sang est effectuée sur 12 sujets a jeun (diabétiques et sains) retenus pour
notre recherche, Le sang est prélevé selon 1’age et I’état de santé d’enfants est mis dans

des tubes EDTA anticoagulant de (2-4 ml) et a été conservé.

11.4.2 Préparation des échantillons

> Le sang est conservé par congélation a -86 c° dans des tubes EDTA bien numérotés.
> Le sang a été décongelé a 37 c°.

> Extraction.

11.4.3 Préparation des Solutions

Préparation d’EDTA Dissoudre 46,53 g d’EDTA dans 125 ml d'eau distillée puis ajuster

jusqu'au 250 ml, Et avec du NaOH regle qui regle le PH a 8.
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Source : Prise par les étudiantes
Figure 11.3 : Reglage de PH d’EDTA par NAOH

Préparation de Tris Dissoudre 60,579 de tris dans 400ml d'eau distillée puis ajuster

jusqu'au 500ml, Et avec du HCI qui regle le PH 8.

Source : Prise par les étudiantes

Figure 11.4 : Préparation de Tris
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Préparation _de SDS Dissoudre 10 g de SDS dans 75 ml d’eau distillée, Puis ajuster

jusqu'au 100 ml.

Préparation_de NaCl Dissoudre 146,125 g de NaCl dans 250 ml d’ecau distillée, Puis

ajuster jusqu'au 500 ml.

Préparation de 200ml _de solution de lyse des globules blancs (SLB) Ajouter 2 ml de

tris-HCI (1M, pH=8), puis 40 ml d’EDTA (0.5M, pH=8), etl0 ml de SDS (%10),

compléter avec 200ml d’cau distillée.

11.5 Technique utilisée

11.5.1 Extraction d’ADN par méthode de NACL « Salting out »(annexe 2)

11.5.1.1 Principe

L’extraction et la purification des acides nucléiques et plus précisément d’ADN
sont les premiéres étapes dans la plupart des études de biologie moléculaire et dans toutes
les techniques d’ADN recombinant. Afin d’obtenir des molécules d’ADN hautement
purifiés exempts de tout contaminant visibles, des méthodes d’extraction adéquates

devraient étre appliquées (M. ZIANI, 2021).

Les méthodes d'extraction des acides nucléiques peuvent se classer en trois principales

classes en fonction du principe auquel elles font appel (T. Bienvenu & al, 1999) :
v Les méthodes utilisant des solvants organiques.
v Les méthodes utilisant des solvants non-organiques.

v Les méthodes basées sur l'utilisation de micro-colonnes de résines échangeuses

d'ions.
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11.5.1.2 Protocole

v" Solutions utilisées

TE 10/10 (Tris’/EDTA & PH =8).

TE 10/1 (Tris /EDTA a PH=8).

TBE (Tris /EDTA/SDS) solution de lyse des globules blanches.
Nacl a 5M.

Ethanol absolu.

Ethanol a 70%.

v Etapes de I’extraction Plusieurs étapes sont effectuées pour extraire I’ ADN :

Lyse des cellules (GR/GB).
Elimination des protéines.
Précipitation a I'alcool.

Extraction.

1- La lyse des globules rouges

Décongeler 10 a 30 ml de sang a 37°C.

Compléter le tube avec du TE 10/10 jusqu'a 45 ml, agiter doucement et mettre
dans la glace pendant 30 mn.

Centrifuger a 2500 tours pendant 15 mn.

Eliminer le surnageant.

Ajouter 15 ml de TE 10/10, un retournement du tube suffit pour resuspendre le
culot, puis compléter a 45 ml de TE 10/10.

Mettre dans la glace pendant 10 mn et centrifuger & 3000 tours pendant 15 mn.
Reprendre cette étape jusqu'a lI'obtention d'un culot blanchétre (culot de globules

blancs).
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Source : Prise par les étudiantes

Figure I1. 5 : L’élimination de surnagent

Source : Prise par les étudiantes

Figure 11.6 : Centrifugation a 3000 tours
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2-La lyse des globules blancs et élimination des protéines
e Au culot de lymphocytes, ajouter 5 ml de solution de lyse des globules blancs et
125 pl de protéinase K a 20 mg/ml et homogénéiser le culot.
e Incuber & 37°C toute la nuit dans un bain marie, sous agitation douce.
3- Précipitation de ’ADN
e Ajouter 2 ml de NaCl, agiter vigoureuseument et centrifuger a 4000 tours/mn
pendant 10 mn.
e Récupérer le surnagent dans un autre tube, ajouter 2 volumes d'éthanol absolu
froid, laisser précipiter I'ADN par retournement du tube (formation de la méduse).
e Récupérer la méduse par une pipette pasteur scellée, la rincer une fois a I'éthanol
a 70%, la placer dans un tube eppendorf et la laisser sécher a I'air libre.
e Dissoudre la méduse dans 200-500 pl de TE 10/1.
e Pour une totale dissolution, laisser les tubes sur agitation lente a température

ambiante pendant au moins 24 heures.

wa ¥ rwd s it amprh . kg i
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Source : Prise par les étudiantes

Figure Il. 7 : Précipitation d’ADN
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Source : Prise par les étudiantes
Figure 11.8 : Formation de la méduse d’ADN

Dans Notre étude nous avons préparé 44 tubes pour la récupération de la méduse d’ADN.

11.5.2 Séquencage (annexe 3)
11.5.2.1 Principe

Le principe de cette méthode de séquencage est de lire I'ADN par petits
fragments. A partir d'une amorce qui se fixe sur I'ADN & séquencer des brins d’ADN
complémentaires sont fabriqués (polymérisation par PCR). Les arréts aléatoires de la
polymérisation a différents endroits de la séquence d'ADN permettent ensuite de lire

cette séquence nucléotide par nucléotide.

11.5.2.2 Protocole

PCR (Polymerase Chain Reaction) Réaction de polymérisation en chaine. Cette
technique permet de copier rapidement des séquences précises d'/ADN en de trés

nombreux exemplaires. Ces copies se font a partir d'une amorce d'ADN simple brin
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complémentaire d'une petite zone de I'ADN a sequencer et grace a une enzyme d'ADN

polymeérase et des nucléotides A, T, C, G.

Le génome humain Pour séquencer le génome humain, les 3,2 milliards de paires de

bases qu'il contient ont été découpées en fragments d'environ 500 a 800 paires de base.

Aprées avoir séquencé chaque fragment, le travail a consisté a les ordonner. Le
Consortium international pour le séquencage du génome humain a réuni 20 centres de

séquencage dans six pays pendant plus de 10 ans (de 1990 a 2003).

Lire I'ADN (le séquencage) L’ADN est formé de brins complémentaires composés de 4
bases différentes: A, T, C et G Séquencer un fragment d'/ADN consiste a déterminer

I'ordre des bases A, T, C, et G qui le constituent.

Ingrédients de la réaction Principe de séquencage de I'ADN par la méthode de Sanger

(1977) modernisée :
« Echantillon d'’ADN avec la portion a séquencer de 100 & 1000 paires de bases.
e Nucléotides (A, T, C, G).
e Polymérase.
e Amorce.

En plus de la PCR Les di-désoxynucléotides (bases-stop) qui empécheront I'addition
d'autres bases une fois incorporés. Ils sont marqués par un agent fluorescent, Une couleur

différente pour chaque base.

Réaction de polymérisation Si une base-stop est insérée la synthese du fragment est
interrompue. A la fin des cycles le mélange contient donc des fragments de tailles

différentes.
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Electrophorése Migration des fragments en fonction de leur taille. Pour connaitre le

nom de la base-stop : Détection de fluorescence (si jaune, Ou d’autre fluorescent).

11.6. Analyse statistique

L’analyse statistique est effectuée a 1’aide du programme Microsoft Excel 2016 pour bien
organiser et traiter les informations. Les variables qualitatives sont présentées par
I'effectif suivi du pourcentage, Ainsi que les variables quantitatives qui sont présentees

par la moyenne + écart-type.

Toutes les analyses (test du khi deux, test t a deux échantillons, Mann—Whitney U,
ANOVA, corrélation de Spearman, régression logistique binaire, les courbes ROC) ont

été effectuées a I’aide d’IBM SPSS Statistics version 26.
Le degre de signification P-value permet de fixer a « P<0,05 » :

+ Significative si P<0,05.
+ Hautement significative si P<0,01.
+ Trés hautement significative si P<0,001.

+ Non significative si P>0,05.
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I11.1 Description de la population

Notre étude vise la Vérification de I'association de certains parameétres
anthropométriques a savoir 1’age, le sexe et le statut pondéral ainsi que le HBA1C avec
les  tranches d’4dge dans la population de mineur atteint du DT1 de I'Ouest Algérien
durant I'hiver de I’année de 2024. Notre étude a concerné 153 individus dont 77 filles et
76 garcons, cette étude est réalisée au sein de laboratoire de Chimie Analytique et
d’Electrochimie a I’université de Tlemcen.

Le tableau 1 présente les caractéristiques de la population étudiée selon le sexe et
les tranches d’age :

Tableaulll.1 : Distribution de la population selon les parametres anthropométriques et

socioéconomiques.

Paramétres Effectif Pourcentage (%) | Pourcentage
anthropométriques cas | Témoins | cas I Témoins total (%)
Garcon 34 42 44.73 55.26 49.67
Sexe -
Fille 24 53 31.16 68.83 50.33
[0-5[ans 15 25 375 62.5 26.14
T;?Qg:e [5-10[ans 18 30 | 2708 | 625 3137
[10-15[ans 9 20 31.03 68.96 32.68
[15-[ans 3 8 27.27 12.72 9.81
Statut Normo- 60 39.22
Pondéral pondéral
Surpoids 73 47.71

On remarque un équilibre entre les filles et les gar¢ons de notre population avec
des pourcentages de 50.33% et 49.67% respectivement. La moyenne d'dge de nos

patients est de 8,35 +4,37, celles des filles est de 8,90 £4,53 et celle des gargons
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7,88 £4,30. Plus de 47.71% sont en surpoids. Alors que 39.22% sont normaux et 13.07%
sont des obeses. Les résultats obtenus indiquent que parmi les patients étudiés, 47.71%
présentent un surpoids >25 Kg/m?.

Tableau 111 .2 : Les tranches d’age des patients en fonction du sexe.

Les Tranches d’dge Effectifs Pourcentage
(%)
Intervalle[0-5[ans 40 26.14
Filles 17 42.5
Garcgons 23 57.5
Intervalle[5-10[ans 48 31.37
Filles 24 50
Gargons 24 50
Intervalle[10-15[ans 46 30.06
Filles 29 63.04
Garcgons 17 36.95
Intervalle[15-[ans 11 7.18
Filles 7 63.64
Garcgons 4 36.36

D'aprés le tableau 2, les patients sont classés selon 4 tranches d’age d'amplitude
d'ordre 5. Les deux tranches d’age [0-5[ ans et [5-10[ ans regroupent la plupart des sujets
atteints du DT1 (26.14% et 31.37% respectivement, 42% et 50% respectivement pour les

filles, et 57.5% et 50% respectivement pour les gargcons).

111 .2 Effet héréditaire sur le déclenchement du diabéte de type 1

Figure 111.9 : La présence et I’absence des antécédents familiaux chez les populations

entieres.
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Dans cette enquéte, 22% (ce qui correspond a 13 cas) de la population générale atteinte

du DT1, posséde des antécédents familiaux (Figure 111 .3).

-_e ‘

82.9%

Garcgon

Figure 111.10 : Les antécédents familiaux chez les garcons et les filles.

Chez la population féminine malade seulement 16.7% (ce qui correspond a 4 cas)
présente des antécedents familiaux, et 82.9% (ce qui correspond a 34 cas) chez la

population masculine malade présente des antécédents familiaux (Figure 111 .4).

1-5
/[ [

[10-15] N [5-10]

Figure I11. 11 : Les antécédents familiaux chez les tranches d’ages.

On observe également que 88% (ce qui correspond a 2 cas) présentent des
antécédents familiaux chez la tranche d’age [0-5[ ans, 75% (ce qui correspond a 22 cas),

alors qu’il existe une présence d’antécédents familiaux de 38 % (ce qui correspond a 8
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cas) pour la tranche d’age [10-15[ ans et enfin 75% (ce qui correspond a 6 cas) pour la

derniere tranche d’age observée [15-[ ans (Figure 111 .5).

111 .3 Effet de la consanguinité sur le déclenchement du diabéte de type 1

présence

;

absenge

Figure 111 .12 : La présence et I’absence de la consanguinité chez la population entiére.

Dans cette enquéte, 37,3% (ce qui correspond a 22 cas) de la population
générale atteinte du DT1 possede une consanguinité ,et 62,7% posséde une absence de

consanguinité (Figure 111 .6).

Fllle\

'\ Garcon

Figure 111 .13 : La consanguinité chez les garcons et les filles.

31



Chapitre 3 : Résultats

Chez la population féminine malade seulement 37,5% (ce qui correspond a 9 cas)
présente une consanguinité alors que 85.4% (ce qui correspond a 35 cas) chez la

population masculine malade présente une consanguinité (Figure I11.7).

[15-16] [1-5]

. [

[10-15[ ~[5-10[

Figure 111 .14 : La consanguinité chez les tranches d’ages.

On observe également que 96% (ce qui correspond a 24 cas) présentent une
consanguinité chez la tranche d’age [0-5[ ans, et 54,4% (ce qui correspond a 6 cas ) pour
les enfants de 5 ans a 10 ans , alors qu’il existe une présence de consanguinité de 33,3%
(ce qui correspond a 7 cas) pour la tranche d’age [10-15[ ans et enfin 85.7% (ce qui

correspond a 6 cas) pour la derniére tranche d’age observée [15-[ ans (Figure 111 .8).
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I11.4 Répartition des patients en fonction de la glycémie et ’Hb1Ac chez
population entiére.

61,43%

0 38,56%

o cas Témoins

Figure 111 .15 : Répartition des patients en fonction de la glycémie et ’'Hbl1Ac chez la

population entiere.

Nos résultats démontrent une corrélation significative entre les niveaux d'HbAlc
(9.31+1.78vs5.35+0.58, P=0.000) et de glycémie (2.40+0.726vs0.927+0.19, P=0.000)
chez les cas (38.56%) par rapport aux témoins (61.43%) présentant des niveaux normaux
d'HbAlc et de glycémie. Cette observation suggére une association étroite entre ces

parametres métaboliques et la présence de la condition étudiée.

I11. 5 Analyse du cholestérol

Tableau I11. 3 : Les valeurs de Cholestérol chez la population entiére et les deux sexes.

Cholestérol Moyenne Variance Ecart-type Médiane | Q1 Q3
Cas | Témoins] Cas | Témoins| Cas | Témoins
Population | 1.890 2.590 1.400 | 117.300 | 1.180 | 10.830 1.39 1.00 | 1.94
entiere
Filles 1.782 2.590 1.400 | 117.300 | 1.180 | 10.830 1.29 0.82 | 1.65
Garcgons 1.981 4.283 1591 | 266.652 | 1.261 | 16.329 1.54 1.10 | 2.04

e Norme de référence : <2.0 g/L
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Tableau I11. 4 : le test utilisé pour la Population entiére et pour les filles.

Cholestérol P-value Type du test
Population entiére 0.001 Khi deux
Filles 0.004 Khi deux

Nos résultats ont montré une concentration significativement inférieure du

cholestérol chez les cas que chez les témoins (1,890+1,180 vs 2,590+10,830, p=0,001).

Egalement, des résultats significatifs supérieurs chez les témoins que chez les cas chez

les filles (1,782+1,180 vs 2,590+10,830, p=0,004) sont observés contrairement aux

résultats observés chez les gargons avec une moyenne nettement plus élevée chez les

témoins que chez les cas (1.981+1.261 vs 4.283+16.329).

Bien que les niveaux du cholestérol soient généralement inférieurs chez les

individus atteints de diabete de type 1 par rapport aux témoins, ces variations ne sont pas

toujours statistiquement significatives chez les garcons atteints du diabéte du type 1. Il

est essentiel de considérer lI'impact du diabete de type 1 sur le métabolisme lipidique et

de procéder a des surveillances réguliéres.
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Tableau I11.5 : Corrélation de Spearman entre I’HbALc et Cholestérol chez la population

entiére et les filles.

Population entiére Cholestérol Coefficient de corrélation 0,038

Filles Cholestérol Coefficient de corrélation -0,038

*La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).

Courbe ROC
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Les segments diagonaux sont générés par les liens.

Figure 111 .16 : Analyse ROC pour le cholestérol pour la population entiére.

35




Chapitre 3 : Résultats

Courbe ROC
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Figure 111 .17 : Analyse ROC pour le cholestérol pour les filles.

Tableau 111 .6 : Les valeurs du cholestérol chez les tranches d’age.

Cholestérol Moyenne Variance Ecart-type Médiane | Q1 Q3
Cas | Témoins | Cas | Témoins | Cas | Témoins
Intervalle 1.699 1.821 1.146 1.496 1.070 1.223 1.21 1.02 | 1.63
[0-5] ans
Intervalle 2.025 1.961 0.804 0.862 0.896 0.928 1.39 1.00 | 1.72
[5-10[ ans
Intervalle 2.069 1.976 1.619 0.800 1.272 0.894 1.50 1.01 | 1.94
[10-15[ ans
Intervalle 3,070 1,253 6,640 0,595 2,580 0,771 1.05 090 | 2.22
[15-[ ans

Norme de référence : <2.0 g/L

Tableau I11.7 : Le test utilise pour les intervalles [5-10[ ans, et [10-15[ ans.

Cholestérol P-value Test
Intervalle 0.046 T-Test
[5-10[ ans
Intervalle 0,069 Khi deux

[10-15] ans
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Cependant, on observe une concentration significativement supérieure chez les
cas que chez les témoins pour la tranche d'age [5-10[ ans (2,025+0,896 vs 1,961+0.928 ,
p=0,046) et une concentration a la limite de la signification pour les mineurs ayant un age
compris entre 10 et 15 ans (2,069+1,272 vs 1,976+0,894 , p=0,069). Les enfants de cette
tranche d'age atteints de DT1 ont des concentrations de cholestérol significativement plus
élevées que les témoins.

Cependant, malgré que les concentrations du cholestérol soient globalement
inférieures chez les enfants atteints de diabéte de type 1 appartenant a la tranche d’age
[0-5[ ans d’une part et que les concentrations de cholestérol soient largement supérieures
chez les mineurs atteints de diabéte de type 1 appartenant a la tranche d’age [10- 15[ ans
d’autre part, par rapport a celles des témoins, ces différences ne sont pas toujours
statistiquement significatives.

En outre, les résultats montrent aussi que les patients atteints de DT1 ont des
concentrations de cholestérol qui ont tendance a se manifester a partir de 1’age de 5 ans.
Cette différence est particuliérement marquée chez les adolescents appartenant a la
tranche d'age spécifique [10- 15[ ans.

On remarque de plus que pour la tranche d'age [1-5[ ans, les concentrations de
cholestérol chez les patients sont inférieures (1,699+1,070 vs 1.827+1,223) aux normes
de référence contrairement aux tranches dage [5-10[ ans, [10-15[ ans, et [15-[ ans
(2,025+0,896 vs 1,967+0,928, 2,069+1,272 vs 1,976+0,894 et 3,070+2,580 vs 1,253
+0,771). Ce qui nous meéne a conclure que les patients atteints du DTI dont I'age et
inférieur a 5ans présentent des concentrations de cholestérol presque que normales,
cependant avec I'age ces concentrations ont tendance a augmenter.

Les résultats révelent que les enfants souffrant de DT1 présentent des

concentrations de cholestérol nettement plus élevées que les témoins, une disparité qui se
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révele globalement tres significative. Cette disparité est particulierement prononcée chez
les garcons et dans certaines tranches d'age spécifiques, notamment les enfants de [5-10[
ans, [10-15] ans, et [15-[ ans.

Tableau 111 .8 : Corrélation de Spearman entre I’HbA1c et le cholestérol chez les
tranches d’age.

Intervalle [0-5[ ans Cholestérol Coefficient de corrélation -0,083

Cholestérol Coefficient de corrélation -0,083
Intervalle [5-10[ ans

Cholestérol Coefficient de corrélation -0,094

Intervalle [10-15[ ans

*La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).

Courbe ROC
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Figure 111 .18 : Analyse ROC pour le cholestérol pour ’intervalle [5-10[ ans.
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Courbe ROC
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Figure 111 .19 : Analyse ROC pour cholestérol pour I’intervalle [10-15[ ans.

I11. 6 Analyse du non-HDL

Tableau 111 .9 : Les valeurs du non-HDL chez la population entiere et chez les deux

Sexes
Moyenne Variance Ecart-type
NON-HDL Médiane | Q1 | Q3
Cas Témoins Cas | Témoins | Cas | Témoins
Population | 1,301 0.894 1,066 0.597 1.032 0.772 0.89 048 ] 1.24
entiere
Filles 1.395 0.905 1.226 0.644 1.107 0.802 0,89 048 ] 1.24
Gargons 1.240 1.028 1.192 0.756 1.091 0.869 0.91 0511 1.33

e Norme de référence : <1.3 g/L
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Tableau 111 .10 : Le test utilisé pour la Population entiére et pour les filles.

NON-HDL P-value Test
Population entiére 0.001 T-Test
Filles 0,001 Khi deux

Nos résultats ont montré une concentration significativement supérieure du non-

HDL

chez les cas que chez les témoins (1,301+1.032 vs 0,894+ 0,772, p=0,001). Egalement,

des

résultats significatifs supérieurs chez les cas que chez les témoins chez les filles (1.395+

1.107

vs 0.905+ 0.802, p=0,001) aussi on a observés chez les gar¢ons une moyenne un peu plus

élevée chez les cas que chez les témoins (1.240+1.091 vs 1.028+0.869).

Bien que les niveaux du non-HDL soient généralement supérieurs chez les

individus

atteints de diabéte de type 1 par rapport aux témoins.

Tableau 111 .11 : Corrélation de Spearmanentrel’HbAlc et le non-HDL chez la

population entiere et chez les filles.

Population entiére

Non-HDL

Coefficient de corrélation

-0,082

Filles

Non- HDL

Coefficient de corrélation

-0,118

*La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).
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Figure 111.20 : Analyse ROC pour le non-HDL pour la population entiére.

Courbe ROC
1.0 —

0.8 ,,

0.6 e

04 ey

0.0 0.2 0.4 0.6 08 10
1 - Specificite

Les segments diagonaux sont générés par les liens

Figure 111.21 : Analyse ROC pour le non-HDL pour les filles.

41



Chapitre 3 : Résultats

Tableau 111 .12 : Les valeurs du non-HDL chez les tranches d’age.

Non-HDL Moyenne Variance Ecart-type Médiane | Q1 | Q3
Cas | Témoins | Cas | Témoins | Cas | Témoins
Intervalle 1.364 0.886 2.236 0.815 1.495 0.902 0.65 0.36 | 1.51
[0-5] ans 7
Intervalle 1.446 1.496 0.994 1.053 0.996 1.026 1.06 055 | 1.24
[5-10[ ans 7
Intervalle 1.232 0.872 0.904 0.516 0.951 0.718 0,90 053] 1.15
[10-15[ ans
Intervalle 1,470 0,650 0,423 0,329 0,634 0,573 0,71 0.19 ] 1.82
[15-] ans

Norme de référence : <1.3 g/L

Tableau 111 .13 : Le test utilisé pour les intervalles [10-15[ ans, et [15-[ ans.

NON-HDL P-value Test
Intervalle 0,084 Khi deux
[10-15[ ans
Intervalle 0,071 Khi deux
[15-[ ans

plus élevé que les témoins pour la tranche d’age [0-5[ ans (1.364%+ 1.495 vs
0.886+0.902), Les enfants de cette tranche d’age [5-10[ ans (1.446+0.996 vs 1.496+
1.026) atteints de DT1 ont des concentrations du non-HDL significativement plus élevées
que les témoins et bien que les non-HDL soient plus elevés chez les cas, la différence
n’est pas statistiqguement significative. Et pour la tranche [10-15[ ans (1.232 + 0.951 vs
0.872+0.718) Les adolescents atteints de DT1 ont des concentrations du non-HDL
significativement plus élevées que les témoins, alors pour les enfants [15-[ ans ont

concentration significativement supérieur chez les cas que chez les témoins (1,470 £

En méme temps, on remarque que Les cas ont des concentrations du non- HDL

0,634 vs 0,650 + 0,573).
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Alors, Les résultats montrent que les patients atteints de DT1 ont des
concentrations du non-HDL significativement plus élevées par rapport aux témoins, une
différence globalement trés significative. Cette différence est particulierement marquée

chez les filles et les garcons, et dans certaines tranches d’age spécifiques (0-5 ans, 5-10

ans, et 10-15 ans).

I11. 7 Analyse de la Régression logistique binaire entre cholestérol et non-

HDL.

Tableau I11. 14 : Régression logistique entre cholestérol et non-HDL.

Ddl P-value
Cholestérol 1 0,017
Non-HDL 1 0,041

Les résultats montrent une régression logistique significative entre le cholestérol
et le non-HDL, ce qui suggére l'existence d'une relation entre ces variables. Cette
constatation implique que les niveaux de cholestérol et de non-HDL exercent une
influence sur dtl. Ces observations mettent en lumiere le fait que les niveaux de

cholestérol et de non-HDL peuvent constituer des facteurs cruciaux a prendre en compte

lors de I'analyse de cette variable dépendant.
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I11. 8 Analyse d’urée

Tableau 111.15: Les valeurs d’urée chez la population entiére et chez les deux sexes.

Moyenne Variance Ecart-type

L’urée — — — Médiane | Q1 Q3
Cas | Témoins Cas Témoins | Cas | Témoins

Population

entiere | 0866 | 0601 | 11,013 | 6953 | 3381 | 2636 027 |022] 037

Filles 1 1561 | 0802 | pgoar | 12171 | 510 | 3488 | o026 o022 037
0,391

Garcons 0343 | 0077 | 0070 10276 | (236 027 |023] 037

Norme de référence : 0.13-0.43 g/L

Tableau 111 .16 : Le test utilisé pour la Population entiere et pour les deux

sexes.
L’urée P-value Test
Population entiéres 0.013 T-Test
Filles 0.009 Khi deux
Garcons 0.091 T-Test

chez les cas que chez les témoins (0,866+3,381 vs 0,601+2,636 ; p=0.013). Egalement,
des résultats pareils significatifs supérieurs chez les cas que chez les témoins chez les
filles (1.561+5.112 vs 0.802+3.488 ; p=0.009) sont observés contrairement aux résultats

observés chez les garcons avec une moyenne équilibrée chez les témoins et les cas

(0.391+0.276 vs 0.343+0.236 ; p=0.091).

atteints de diabéte de type 1 par rapport aux témoins, ces variations ne sont pas toujours

statistiquement significatives chez les filles atteintes du diabéte du type 1. Il est essentiel

Bien que les niveaux d’urée soient généralement supérieurs chez les individus

de considérer lI'impact du diabéte de type 1 sur le profil rénal.
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Tableau 111.17 : Corrélation de Spearman entre I’HbAlc et I’urée chez population

entiere et les filles.

Population entiére L’urée Coefficient de corrélation

-0,068

Filles L’urée Coefficient de corrélation

-0,233

*La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).
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Figure 111.22 : Analyse ROC pour I’urée pour la population entiére.
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Figure 111.23 : Analyse ROC pour 1’urée pour les filles.

Tableau I11. 18 : Les valeurs d’urée chez les tranches d’age.

L’urée Moyenne Variance Ecart-type Médiane | Q1 | Q3
Cas | Témoins | Cas Témoins | Cas | Témoins
Intervalle 0.441 0.336 0.065 0.052 0.253 0.228 0.27 0.22 | 0.45
[0-5] ans
Intervalle 1.666 1.148 34.236 | 22.485 | 5.851 4.741 0.25 0211034
[5-10[ ans
Intervalle 0.481 0.394 0.122 0.092 0.348 0.302 0.28 0.23 | 0.51
[10-15[ ans
Intervalle 0,413 0,281 0,113 0,047 0,336 0,218 0,22 0.19 | 0,32
[15-] ans

Norme de référence : 0.13-0.43 g/L

Tableau 111 .19 : Le test utilisé pour l’intervalle [0-5] ans.

L’urée

P-value

Test

Intervalle[0-5] ans

0.052

T-Test
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Cependant, on observe une concentration significativement équilibrée entre les
cas et les témoins pour la tranche d'age [1-5[ ans (0.441+0.253 vs 0.336+0.228 , p=0.052)
, et une concentration a la limite de la signification pour les mineurs ayant un age
compris entre 10 et 15 ans (0.481+0.348 vs 0.394+0.302) .

Cependant, malgré que les concentrations d’urée soient globalement équilibrée
chez les enfants appartenant a la tranche d’age [1-5] ans d’une part et que les
concentrations d’urée soient largement supérieures chez les mineurs atteints de diabéte
de type 1 appartenant aux tranche d’age [5-10[ ans d’autre part, par rapport a celles des
témoins, ces différences ne sont pas toujours statistiquement significatives.

En outre, les résultats montrent aussi que les patients atteints de DT1 ont des
concentrations d’urée qui ont tendance a se manifester a partir de I’age de 5 ans. Cette
différence est particulierement marquée chez les enfants appartenant aux tranche d'age
specifique [5-10[ ans.

On remarque de plus que pour les tranches d'age [1-5[ ans, et [15-[ ans les
concentrations d’urée chez les patients sont inférieures (0.441+0.253 vs 0.336+0.228 ,
p=0.052, 0,413+0,336 vs 0,281+0,218) aux normes de référence contrairement aux
tranches dage [5-10[ ans, [10-15[ ans, (1.666+5.851 vs 1.148+4.741, 0.481+0.348 vs
0.394+0.302). Ce qui nous mene a conclure que les patients atteints du DTI dont I'age et
inférieur a 5ans présentent des concentrations d’urée presque que normales, cependant
avec l'age ces concentrations ont tendance a augmenter, et aprés 1’age de 15 ans les
concentrations reviens presque que normales.

Les résultats révelent que les enfants souffrant de DT1 présentent des
concentrations d’urée nettement plus élevées que les témoins, une disparité qui se révéle
globalement tres significative. Cette disparité est particulierement prononcée chez les

filles et dans certaines tranches d'age spécifiques, notamment les enfants de [5-10[ ans.
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Tableau 111.20 : Corrélation de Spearman entre I’HbAlc¢ et I’urée chez les tranches

d’age.

Intervalle [0-5[] ans Coefficient de corrélation -0,082
Intervalle [5-10[ ans Coefficient de corrélation -0,150
Intervalle [10-15[ ans Coefficient de corrélation -0,133

*La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).

48




Chapitre 4 : Discussion

Chapitre 4

« Discussion »



Chapitre 4 : Discussion

Dans le dessein dapprofondir notre compréhension de I'étiologie du diabéte de
type 1 chez I'enfant, nous avons mené une étude descriptive et analytique sur les dossiers
médicaux de 153 sujets du territoire ouest algérien, recrutés en 2024 au sein du service de

pédiatrie A (ESH) — CHU Tlemcen.

Notre analyse vise a examiner les éventuelles associations entre le diabéte de type
1 chez les enfants et les paramétres biochimiques. Nous avons obtenu de nouveaux

résultats par rapport a la littérature existante.

Une étude menée par Boitard (2017) a estimé que prés de 30% de la population
mondiale était en surpoids ou obeése et présente un diabete de type 1. Ces chiffres
soulignent la nécessité de mettre en ceuvre des stratégies de prévention et de gestion de
I'obésité a I'échelle nationale et internationale, cette étude confirme nos résultats obtenus

indiquent que parmi les patients étudiés (47.71%) présentent un surpoids >25 Kg/m?2.

Nos résultats soulignent l'importance cruciale de considérer les antécedents
familiaux lors de I'évaluation du risque de diabéte de type 1 chez les patients. Cette
constatation est solidement étayée par les recherches antérieures de Smith (2005), Noble
(2011) et Redondo (2018) notant que les antécédents familiaux du 1°" degré semblent
avoir un impact plus prononcé dans I’apparition de nouveaux cas de diabete de type 1,
tandis que les antécédents familiaux des 2émes et 3emes degrés peuvent également jouer
un réle significatif dans la susceptibilité a la maladie. Il est important de noter que
d'autres facteurs environnementaux et génétiques peuvent également contribuer au
développement du diabete de type 1. Des études ultérieures plus approfondies sont

nécessaires pour mieux comprendre ces mécanismes.

Nos résultats de consanguinité présentent 37, 3% de la population générale

atteinte du DT1 sont cohérents avec 1’étude de Smith & al (2017) dans laquelle une
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faible fréquence de la consanguinité chez les patients atteints de diabéte de type 1 a été

rapportée.

Bien que certaines recherches comme celles d’Al-Sheikh & al (2015) et Albishi
(2022) suggerent une possible association entre la consanguinité et un risque accru de
diabéte de type 1, La grande majorité de nos patients 62,7 % n'ont rapporté aucune
consanguinité au sein de leur famille, suggérant ainsi que d'autres variables pourraient
exercer une influence plus significative dans l'essor de la maladie. Par conséquent, les
recherches a venir devraient se pencher sur l'exploration de ces variables afin
d'approfondir notre compréhension de la relation entre la consanguinité et le diabéte de

type 1 chez les enfants dans lI'ouest algérien.

Une corrélation importante a été observée entre I'némoglobine glyquée et la
glycémie préliminaire selon les données biochimiques. Parmi les individus atteints de
diabete 38,7% (correspond a 59 patients) présentent une glycémie supérieure a 1,10 g/l,
ce qui indique une hyperglycémie, et la moyenne de I'Hbalc est trés importante chez les
patients atteints de diabéte supérieur a 6,0 %, ces résultats renforcée par une étude
multicentrique internationale menée entre avril 2006 et aolt 2007 afin d'établir de fagon
précise la relation existant entre la valeur d'HbAlc et la glycémie moyenne au cours des
trois mois précédents a montré une corrélation significative entre la glycémie et le taux

d’héemoglobine glyquée (D. Nathan & al, 2008).

Notre résultat chez les deux sexes et les tranches d’age concorde avec I’étude de
(A. Calabria, 2022) le diabete de type 1 survenant chez 1 a 350 enfants par age de 18
ans l'incidence a réecemment augmenté, en particulier chez les enfants de < 5 ans. Bien
que le type 1 puisse apparaitre a n‘importe quel &ge, il se manifeste typiquement entre 4

et 6 ans ou entre 10 et 14 ans.
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Notre étude montre que la moyenne du cholestérol total chez les témoins
significativement supérieurs par apport aux diabétiques (1,89+1,18 vs 2,59+10,83,
p=0,009). Dans 1’étude de (Guimardes & al, 1998) Les données concernant le profil
lipidique dans le diabéte de type 1 sont sujettes a controverse. Les facteurs de risque
étudiés incluent des niveaux élevés de cholestérol total et une diminution du HDL-
cholestérol, mais les enfants diabétiques ne présentent pas un profil lipidique optimal

(Kershnar & al, 2006).

On observe dans notre analyse une concentration significativement supérieurs
chez les cas que chez les témoins pour la tranche d'dge [5-10[ ans (2,025+0,896 vs
1,961+0.928 , p=0,046).Dans 1’é¢tude de (H. Marmouch & al, 2010) montre que L’age
moyen de I’ancienneté¢ de diabéte est de [5-10[ ans, I’HTA et la dyslipidémie étaient
significativement plus fréquente dans cette tranche d’age. Les mémes dyslipidémies ont
été retrouvées par d’autres auteurs mais a des proportions différentes étaient retrouvé une
hypertriglycéridémie, 1’hypercholestérolémie totale, le LDL cholestérol élevé et le HDL

cholestérol bas (N. Sawadogo & al, 2023).

Nos résultats montrent une concentration significative un peu plus élevé de

triglycéride chez les témoins que chez les cas (1.3+1.28 vs 1.37+1.85).

La mesure de la concentration des triglycérides (TG) sanguins est importante dans

le diagnostic et le suivi de I’hyperlipidémie, facteur de risque vasculaire notamment chez

les diabétiques (A. Oulahiane & al, 2011).

L’hypertriglycéridemie serait en rapport avec une accumulation des VLDL et
IDL, due a une diminution des activités lipolytiques de la lipoprotéine lipase et de la

lipase hépatique (Jamoussi & al, 2005 et P. Gourdi, 2011).
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En revanche, dans le diabete de type 2, les taux de cholestérol normaux peuvent
masquer un profil lipidique athérogéne caractérisé par des niveaux élevés de
lipoprotéines riches en triglycérides, des LDL modifiées et des particules de HDL

dysfonctionnelles (M.Nachi & al, 2022).

La perturbation du métabolisme lipidique semble étre un événement précoce dans
le développement du diabéte de type 2, soulignant ainsi l'importance de prendre en
charge les anomalies lipidiques en raison de leur forte prévalence et de leur lien direct

avec l'augmentation du risque cardiovasculaire (B. Tanguy & al, 2014).

Dans cette étude cas-témoins, nous avons tenté d'explorer le role du cholestérol
non HDL dans le diabéte pour explorer le réle du non HDL-C dans la population
diabétique. Notre étude a révelé que le taux de non HDL-cholestérol est
significativement plus élevé chez les sujets diabétiques que chez les sujets non
diabétiques (1,301+1.032 vs 0,894+0,772, p=0,001). Les chercheurs n’ont pas mis en
évidence ’effet du non-HDL sur diabéte de type 1, mais il existe des études que sur le

diabéte de type 2.

Sur le plan métabolique, Le non HDL-C est facteur de risque puissant pour la
survenue du DT2, comme il contribue aussi a 1’association entre le DT2 et les
pathologies cardiovasculaires. L.’augmentation de non HDL-C et en particulier la fraction
LDL-C résulte de I’altération de la sécrétion de 1’insuline, d’autre part, nous avons pu
conclure que les diabétiques de type 2 qui associent une baisse significative de la
sensibilité a I’insuline, sont a risque de développer ’HTA(Y. Kachekouche, 2020)qui a
confirmé que le non HDL-C peut contribuer au développement du DT2, cette étude a

montré que les sujets avec des niveaux tres élevés de non HDL-C (non HDLC>1,90 g/L)
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étaient deux fois plus exposés au DT2 que les sujets qui avaient des niveaux de non

HDL-C entre 1,60 g/L et 1,90 g/L.

Par contre les sujets qui avaient présenté des niveaux de non HDL-C proche de

I’idéal (1,30 g/L).

Les résultats de (S. Zabeen, 2012) sont similaires a ceux d'Abbasi & al (2007),
Pinto & al (2007) et Peters & al (2008). lls suggérent que bien que LDL, la principale
lipoprotéine porteuse de cholestérol, est le principal déterminant de ’athérosclérose chez
les patients chez les patients diabétiques, mais I'élévation des VLDL est également
associée a une augmentation des facteurs prothrombotiques et procoagulants. Facteurs
prothrombotiques et procoagulants et I'inclusion des VLDL est L'inclusion des VLDL est

facilement possible en déterminant le C-HDL non.

En conclusion, Le cholestérol et non-HDL peut étre utile pour évaluer le risque
d'athérosclérose dans le diabéte de type 2. Il devrait donc étre inclus dans le profil

lipidique afin d'évaluer pour évaluer leur risque et guider leur traitement.

Les résultats montrent une régression logistique significative entre le cholestérol
et le non-HDL, ce qui suggere l'existence d'une relation entre ces variables. Cette
constatation implique que les niveaux de cholestérol et de non-HDL exercent une
influence sur dtl. Ces observations mettent en lumiére le fait que les niveaux de
cholestérol et de non-HDL peuvent constituer des facteurs cruciaux a prendre en compte
lors de l'analyse de cette variable dépendante.

Concernent le bilan rénal, (p. McFarlane & al, 2013) a montré que diverses
formes de néphropathie peuvent étre observées chez les personnes diabétiques,
notamment une néphropathie diabétique, une atteinte ischémique di a une maladie

vasculaire et I'nypertension. Donc Le premier stade de la néphropathie diabétique est
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I'nyper-filtration caractérisée par un débit de filtration glomérulaire (DFG) nettement plus

élevé que la normale.

Bien que certaines recherches comme celles de Servais & al (2014) suggerent
que les déficits héréditaires du cycle d’urée sont liés au déficit de I'une des six enzymes.
Ces déeficits enzymatiques sont responsables d’une diminution de la production d’urée
urinaire ; ’ammoniaque n’étant plus ¢liminé sous forme d’urée s’accumule dans le sang,
entrainant une hyper-ammoniémie. 1l convient de noter que nos resultats concordent avec
ceux d’une étude menée par Servais et Philip rapportant qu’une augmentation d’urée

chez les diabétiques de type 1.

En revanche, Nos résultats présents un taux éleve specifiqguement chez les cas que
les témoins chez filles (1.561+5.112 vs 0.802+3.488, p=0.009) qui sont similaire avec
plusieurs études, parmi ces études (A. Damoune & al, 2014) affirmer que la prévalence
de I’hyper-uricémie était retrouvée chez 16 % des diabétiques, dont 80,55 % de 1’hyper-
uricémie a été observée chez les femmes et seul 19,4 % chez les hommes. Egalement (E.
Kalifa, 2023) a été prouvé que les filles sont exposées a des infections aux levures, qui
peuvent causer des secrétions vaginales ou des démangeaisons, pourraient aussi se

développer en raison de la grande quantité de sucre dans 1’urine.

D’autre part a confirmer que Le pourcentage élevé de La concentration en urée

augmente de fagcon anormale dans diverses situations, notamment :

o En cas d'insuffisance rénale ou de lésions rénales.

e En cas d’infections, d’accident cardio-vasculaire, de choc, de stress.

o Lorsde la prise de certains médicaments.
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e En cas d’alimentation tres riche en protéines.

En outre, La moyenne d’age des patients hyper-uricémiques est de 32 ans, avec
une durée moyenne d’évolution du diabéte de 5 ans (A. Damoune & al, 2014) et aussi
dans I’étude de (F. O. Brien, 2023) Il est confirmé que la néphropathie se développe
souvent moins de 10 ans apres le diagnostic du diabéte. Les résultats de notre étude chez
les enfants &gés de 5 a 10 ans sont en accord avec ces observations antérieures, ce qui
concorde avec nos résultat chez la tranche d’age [5-10[ ans (1.666+5.851 vs
1.148+4.741) qui présent une concentration significativement supérieur chez les cas que

chez les témoins.
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Conclusion

L'objectif principal de cette étude est d'identifier le role de la biochimie et de la

génetique dans l'‘étiologie du diabete de type 1 (DT1). Ainsi, la caractérisation

épidémiologique est une étape essentielle pour la sélection des sujets en vue de tester des

stratégies de prévention.

Les données obtenues mettent en évidence certains facteurs tels que le profil

lipidique et rénal, I'historique familial et la consanguinite.

Un contrble glycémique inadéquat, mesuré par un taux élevé d'HbAlc, est

également corrélé a des complications métaboliques, incluant des anomalies lipidiques
Le non-HDL, communément appelé "le taux de mauvais cholestérol", ainsi que
le cholestérol total, sont des paramétres importants pour évaluer le risque de maladies

cardiovasculaires et d'athérosclérose.

De plus, la fonction rénale est un aspect crucial a considérer chez les enfants
atteints de DT1. Des complications rénales peuvent entrainer une altération de la fonction

rénale, conduisant a une néphropathie sévere, notamment chez les femmes.

Il est important de noter que notre étude était basée sur un échantillon limité

d'une population spécifique, ce qui pourrait restreindre la généralisation de nos résultats.
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Annexe 1

Questionnaire
Date @ ......coevviinnnnn. Code :
Nom et Prénom :
Age: . ans
Sexe : Fille [ Gargonl:'
LOCaAlIE . e
Jumeaux : oui O Non [
Sioui : Dizygote O Monozygote O
Groupe sanguin @ ......................
Poids : ..o, Kg
Taille : oo Cm
TourdeCrane: ...........oeevenn.n. Cm
Maturité 0SSeuse & ............ccceevenennnn.
Le poids a la naissance : ............... Kg
Le type d’allaitement :  Maternelle  [] Artificielle [ Mixte
Facteurs de risque :
Consanguinité : oui non
Degré de Consanguinité : 1o 1 2eme] 3eme]
Antécédent familiaux du diabéte type 1 ou type 2 : oui n non]
D’autre Maladie : ouil non]

Les margueures Biologiques et Biochimigues :

v Bilan Glucidique :
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— Hyperglycémie provoqué :...............coeeiennn.l (a/h
v Bilan Lipidique (g /1) :

— Choléstérol :...............oooiii (a/h

— Triglycéride: .........ccooiiiiiii (ol

— HDL t (a/h

— LDL i, (a/h

— NONHDL : ... (a/)
v bilan rénal :

— Ure (a/h

— Créatinine.............ocoiiiii (a/h
voVitamine D oo (ng /mg)

v Bilan Hématologique .
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Annexe 2
Extraction de PADN génomique a partir du sang Congelé

par la méthode de « Salthing out »

v" Solutions utilisées

TE 10/10 (Tris/EDTA a PH =8).

TE 10/1 (Tris /EDTA a PH=8).

TBE (Tris /EDTA/SDS) solution de lyse des globules blanches.

Nacl & 5M.

Ethanol absolu.
e Ethanol a 70%.
v Etapes de I’extraction Plusieurs étapes sont effectuées pour extraire I’ADN :
e Lyse des cellules (GR/GB).
e Elimination des protéines.
e Précipitation a l'alcool.
e Extraction.
1- La lyse des globules rouges
e Décongeler 10 a 30 ml de sang & 37°C.
e Compléter le tube avec du TE 10/10 jusqu'a 45 ml, agiter doucement et mettre
dans la glace pendant 30 mn.
e Centrifuger a 2500 tours pendant 15 mn.
e Eliminer le surnageant.
e Ajouter 15 ml de TE 10/10, un retournement du tube suffit pour resuspendre le

culot, puis compléter a 45 ml de TE 10/10.
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e Mettre dans la glace pendant 10 mn et centrifuger a 3000 tours pendant 15 mn.
Reprendre cette étape jusqu'a I'obtention d'un culot blanchatre (culot de globules
blancs).

2-La lyse des globules blancs et élimination des protéines

e Au culot de lymphocytes, ajouter 5 ml de solution de lyse des globules blancs et
125 pl de protéinase K a 20 mg/ml et homogénéiser le culot.

e Incuber a 37°C toute la nuit dans un bain marie, sous agitation douce.

3- Précipitation de ’ADN

e Ajouter 2 ml de NaCl, agiter vigoureuseument et centrifuger a 4000 tours/mn
pendant 10 mn.

e Récupérer le surnagent dans un autre tube, ajouter 2 volumes d'éthanol absolu
froid, laisser précipiter I'ADN par retournement du tube (formation de la méduse).

e Récupérer la méduse par une pipette pasteur scellée, la rincer une fois a I'éthanol
a 70%, la placer dans un tube eppendorf et la laisser secher a l'air libre.

e Dissoudre la méduse dans 200-500 pl de TE 10/1.

e Pour une totale dissolution, laisser les tubes sur agitation lente a température

ambiante pendant au moins 24 heures.
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SAVOIR & COMPRENDRE

PCR : Polymerase Chain
Reaction

Qu réaction de polymérisation en chaine.
Cette technique permet de copier rapide-
ment des séquences précises d’ADN en de
trés nombreux exemplaires. Ces copies se
font & partir d'une amorce, un morceau
d’ADN simple brin complémentaire d'une
petite zone de I'ADN & séquencer, et grice
a une enzyme, 'ADN polymérase et des
nucléotides AT, C.G.

Le génome humain

Pour séquencer le génome humain, les
3.2 milliards de paires de bases qu'il
contient ont été découpées en fragments
d'environ 500 3 800 paires de base.

Aprés avoir séquencé chaque frag-
ment, le travail a consisté 3 les ordon-
ner. Le Consortium international pour le
séquencage du génome humain a réunit
20 centres de séquencage dans six pays
pendant plus de 10 ans (de 1990 3 2003)

Séquencer'ADN ... ... 2
Les différentes techniques
deséquencage .. ... 3
Les questions posées par

le séquencage de nouvelle

génération. .

4@ | AFMTéléthon - Septembre 2018

Annexe 3

.

Ed

’
«~ FICHE TECHNIQUE
.

Le séquencage par la méthode de Sanger

Le principe de cette méthode de séquencage est de lire FADN par petits fragments. A partir d'une amorce qui
se fixe sur I'ADN 3 séquencer, des brins d'ADN complémentaires sont fabriqués (polymérisation par PCR). Les
arréts alé es de la polymérisation a différents endroits de la séquence d’ADN permettent ensuite de lire
cette séquence, nucléotide par nudéotide

Lire I'ADN : le séquencage

LADN est formé de brins complémentaires composés de
4 bases différentes - A, T, C,

Séquencer un fi t d°ADN, i a déterminer
l'ordre des bases 2, T, C, et G qui le constituent.

1 - Ingrédients de la réaction

Principe de séquengage de I'ADN par la

méthode de Sanger (1977) modemisée

e Echantillon d'ADN avec la portion 3 séquen
cer de 100 3 1000 paires de bases

« Nudéotides (AT, €, G) \v

* Polymérase

*EnplusdelaPCR: —_
Les didésoxynucléotides (bases-stop) qui empé \v
cheront I'addition d'autres bases une fois incorpo

rés. Ils sont marqués par un agent fluorescent, une
couleur différente pour chaque base

S B

* Amorce

2 - Réaction de polymérisation

Principe de la PCR. Si une base-stop est insérée, la
synthése du fragment est interrompue. A la fin des

3 - Electophorése :

Migration des fragments en fonction de leur taille
Pour connaitre le nom de la base stop : détection de

cydles, le mélange contient donc des fragments de
tailies différentes

fluorescence (si jaune, CestundA )
Lecture par
photo-récepteur

1010111 10 Séquences terminant par |
11010118 IH BN NN 1210 (=
111198 s1a 1110111 11| | @
_ﬂ inséré 1110111 10 o
[TET NI f)
'S . . 1118 1010181110 o
T ETTENTITET) o
—“—',. - L N TTITITIT o
10101189 (=]
[ FINRNNEET) L101019 O
A11t11110 —LL10 O
110 = L1118 (=]
—L10 o
1411111 LD P>
S1011118 9 O
S101018 A D S
——l “ La séquence -11 . . L

est donc ¥

Limite de la technique : entre 600 et 1000 paires de bases séquencées par réaction

Flustratons : sabele sguiar@hotmal fr - Ecole Extwnne, dcole de TADN, 2008
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Résumé

Une étude menée sur 153 sujets a examiné les profils biochimiques, en mettant en avant
le cholestérol et le non-HDL dans le contexte du diabéte de type 1 chez les enfants. Les
conclusions ont révelé une corrélation significative entre ces parameétres et le diabéte de
type 1, ainsi qu'une association marquée avec le taux d'urée, en particulier chez les sujets
de sexe féminin. De plus, I'étude a intégré une analyse génétique visant a confirmer
Iimplication du gene VNTR dans l'apparition du diabete de type 1. Les résultats
indiquent une relation entre ce géne et le développement de la maladie, mettant en
lumiere I'impact des facteurs génétiques dans I'émergence du diabéte de type 1 chez les

enfants.

Mot clés : Diabéte, cholestérol, urée, non-HDL, étude génétique VNTR.

Abstract

A study of 153 subjects examined biochemical profiles, focusing on cholesterol and non-
HDL in the context of type 1 diabetes in children. The findings revealed a significant
correlation between these parameters and type 1 diabetes, as well as a marked association
with urea levels, particularly in female subjects. In addition, the study included a genetic
analysis to confirm the involvement of the VNTR gene in the development of type 1
diabetes. The results indicate a relationship between this gene and the development of the
disease, highlighting the impact of genetic factors in the emergence of type 1 diabetes in

children.
Key words : Diabetes, cholesterol, urea, non-HDL, VNTR genetic study.
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