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Reésumé
La vitamine D occupe une place importante dans la recherche, et I’hypovitaminose D semble

étre un facteur de risque dans la survenue de plusieurs pathologies chroniques dont le diabete
de type 2.

Le stress oxydant est actuellement considéré comme étant a I’origine de plusieurs pathologies.
Des données épidémiologiques concordantes ont établi une relation entre le déficit en
vitamine D et ’augmentation de la prévalence du diabéte ainsi que le stress oxydatif.

Notre travail a pour but d’étudier le statut vitaminique D chez des diabétiques de type 2 et
d’identifier les modifications métaboliques et du stress oxydant chez ces patients.

On a effectué une étude prospective, intéressant 24 patients diabétiques de type 2 agés de 40 a
80 ans, recrutés au niveau de hopital CHU beni messous entre le mois de mars et juin. Nous
avons étudié et comparé les paramétres cliniques et biologiques de 1’hypovitaminose D dans
cette population de diabétiques type 2.

Nos résultats, montrent que 1’dge avancé, l'obésité, hypertension artérielle et les antécédents
familiaux sont des facteurs de risques les plus fréquents chez la plupart des patients. les
diabétiques présentaient des perturbations métaboliques caractérisées principalement par une
hyperglycémie, hypercholestérolémie et une hypertriglycéridémie. Egalement, ils présentaient
des anomalies de la balance oxydant/antioxydant traduit par une augmentation de
Malondialdehyde et une baisse significative de la vitamine C. Nos résultats ont permis de
mettre en évidence le role de la vitamine D dans le diabete type 2, d’ou la majorité des
patients présentent une insuffisance (54,16%). Aucune corrélation significative n’est notée
entre les taux sériques en vitamine D et les différents parametres biologiques.Toute fois, on
note une corrélation négative et significative entre la vitamine D et ’urée. La compréhension
de la physiopathologie de cette maladie et des interactions entre facteurs de risque, statut
vitaminique D et stress oxydant représente une approche permettant une intervention précoce

et ouvre de nouvelles voies a la prévention de diabéte de type 2.

Mots clés : Diabéte de type 2, vitamine D, corrélation, stress oxydant.



Abstract:
Vitamin D occupies an important place in research, and hypovitaminosis D seems to be a risk
factor in the occurrence of several chronic pathologies, including type 2 diabetes.

Most epidemiological studies suggest a link between vitamin D deficiency and diabetes as

well as oxidative stress.

Our research aims to study the vitamin D status in type 2 diabetics and to identify the
metabolic and oxidative stress modifications in these patients. A prospective study was
carried out,involving 24 patients with type 2 diabetes aged between 40 and 80 years, recruited
at the Beni Messous hospital between March and June. We studied and compared the clinical
and biological parameters of hypovitaminiosis D for those 24 patients and we arrive to results
which show that advanced age, obesity, arterial hypertension and family history are the most
frequent risk factors in most patients. Diabetics presented metabolic disturbances
characterized mainly by hyperglycemia, hypercholesterolemia and hypertriglyceridemia.
Also, they presented abnormalities of the oxidant/antioxidant balance translated by an
increase of Malondialdehydeand a significant decrease of vitamin C. Our results highlighted
the role of vitamin D in type 2diabetes, in which the majority of the patients were deficient
(54.16%). No significant correlation was noted between serum vitamin D levels and the
different biological parameters.However, there was a significant negative correlation between
vitamin D and urea. The understanding of the pathophysiology of this disease and the
interactions between risk factors,vitamin D status and oxidative stress represents an approach
allowing an early intervention and opens new ways to the prevention of type 2 diabetes.

Key words: type 2 diabetes, vitamin D, correlation, oxidative stress.



 padde
Lo A el al ya¥) (g wpaall Cigan (8 ylad ale (3) (Opalid s o s g a8 Laga Ll () (palid iy
Ay Al 1aa uu;q;@”uz.\);y\wgﬁm%\,g\;gmm\ Ay a2 & sl e g Sl e lly 4
el 6 5a (52l (sl alea Yl s dpa¥) il il aasty 2 g sl e (sSuall oain e A (2) (el Alla

pd Jleel 75158 CHU osmse (it sidiinny 2 & 5ill (o (s Sally Limy s 24 e Al Al 2 615 o
o=t Ao sl gall 5 A o peall Cilalaall Al oy Ll () s (M sle (5 063 00 858 (B el s daw 80 ) 40 (e

, Y sda (gal & (paaliall

Y13 phaall Jal sall oa el gy il g adl) Jaxca g ) 5 Aanad) g ) 8 ) ) ek il ) Uik 3

& Sl gl ) (8 ) IS i ) Ll ) (g (5 Sl (e Py WS yall lina die Lo g
3uSY) Cilalizan / 3uSY) () 55 8 Ol gt Ll agaad 5 A30GN () saall gLl 5 aall 8 J s yiaad SU) gL ) 5 pall
Ol (8 S (Rl 5 gugaloxislle A8aL 5 ) g3 lee C. (A (2) el )5 e ¢ guall Lindlis bl
3pS Al wga s LAl Y (54.167) Lsalll (e O silay (i yall Apdle (8 U5 D g s e s Sl (a5
(2) el (o Aald 5 4l AB3le llia Gllb pa s Adbiall daa o) ) el 5 Jicaall 8 () aelid D siass
AgaYls (3) Opelid Aoy Hhasdl ol so (il 5 (i sall 13 diia yall i 5l 50 50l agd Sy . Ly sall 5

L8 5l Bagan Byl ity s Sl Jail s 2SI (2) & 53 e s Sl a0 (e

L el dgay) Al e dBe ¢ (2) £ il (e Sl G e ¢ () Omalih cdalidal) cilalsl)



Liste des abréviations
1,24,25(0OH)3D: 1,24,25-trihydroxyvitamine D

1,25D3-MARRS: Membrane Associated Rapid Response Steroid binding
1,25(OH)D: 1, 25-hydroxyvitamine D
25(0OH) D3: 25 hydroxy-cholécalciférol
25-OH-Vit D: Calcidiol

2507-DHC: 25-hydroxyvitamine D

7-DHC: 7-déhydrocholestérol

ADA: American Diabetes Association

AVC: accident vasculaire cérébral

ADO: antidiabétique oraux

CYP: Cytochrome P450

CE: cholestérol-estérase

CYP27ALl: cytochrome 27A1

CYP27B1: cytochrome 27B1

DBP: vitamin D-Binding Protein.

DG: diabéte gestationnel

DT1: diabéte de type 1

DT2: diabéte de type 2

D2: ergostérol

D3: cholécalciférol

DBP: vitamin binding protein

EDTA: Acide éthyléne diamine tétra acétique
EOA: Espéces oxygénées activées

ERO: Espéces réactives oxygénées non azotées
FGF23: fibroblast growth factor 23

FID: Fédération Internationale du Diabéte

g: gramme

GLUT4: transporteur de glucose-4



GPx: Gutathion peroxydase

GSH: Glutathion réduit

HDLc: high density lipoprotein cholesterol

HTA: hypertension artérielle

H202: Peroxyde d’hydrogene

h: heure

IGF-1: insulin-like growth factor |

IMC: indice de masse corporelle

IR: insuffisance rénale

IDM: Infarctus du myocarde

IRS-1: Insulin Receptor Substrate-1

J: jour

kg: kilogramme

LDL: Low density lipoprotein

L: litre

MARRS: membrane associated, rapid response steroid

MDA: malondialdéhyde

NHANES: National Health and Nutrition Examination Survey
NF-kB: Facteur nucléaire Kb

NADPH: Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate réduit
NO-e: Monoxyde d’azote

OMS: Organisation Mondiale de la Santé

O¢2-: Anion superoxide

Pdia3: protein disulfide isomerase family A member 3
PPARa: peroxisome proliferator-activated receptor o
PPARYy: peroxisome proliferator-activated receptor y

PTH : parathormone

Kg : kilogramme

RXR: récepteur du rétinoide X

ROS: Radicaux libres de I’oxygéne (Reactive Oxygen Species)



SOD: super oxyde dismutase

TG: triglycéride

TRPVG: transient receptor potential

TBA: Acide thiobarbiturique

VDR: Vitamin D Receptor

VDRE: éléments de réponse en vitamine D

VLDL.: Lipoprotéines de trés faible densité (Very low density lipoprotein)
Vit C: Vitamine C
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Introduction générale
Les vitamines sont des molécules organiques indispensables a la vie, elles sont classiquement

réparties en vitamines hydrosolubles (groupe B, C) et liposolubles (A, D, E et K). La
couverture des besoins est assurée par l'alimentation a lI'exception de la vitamine D dont
I'essentiel provient de la photosynthese cutanée sous l'influence des rayons ultraviolets du

rayonnement solaire (Monnier et al., 2018).

Ces derniéres années, le theme de la vitamine D a fait I'objet de plusieurs publications
accentuant ces effets osseux et extra osseux laissant croire que la vitamine D n’est pas une
simple vitamine mais un élément qui peut guérir différents états pathologiques allant du
traitement d’une dépression jusqu’au traitement des cancers et la réduction de la mortalité de

facon générale (Wacker et Holick, 2013).

La vitamine D apparait ainsi de plus en plus comme un des principaux facteurs
environnementaux pouvant limité le risque de survenue et d’évolution de certaines
pathologies chroniques notamment les maladies cardiovasculaires et métaboliques (Yetley,
2008).

C’est ainsi que I’implication de la vitamine D dans le diabete de type 2 a été évoqué. Cette
vitamine pourrait interagir avec les différents mécanismes physiopathologiques régissant
I’insulino-sécrétion, 1’insulino-résistance et les paramétres de ’homéostasie glucidique. Elle
pourrait également intervenir sur les complications du diabéte de type 2 (Verier-Mine,
2010). Plusieurs auteurs ont émis I’hypothése que les carences en vitamine D pouvaient étre
responsables ou pouvaient faciliter 1’apparition d’un diabéte insulino-dépendant chez des

individus prédisposes (Mathieu, 2015).

La carence en vitamine D est associée a une inflammation accrue, qui est fortement liée a un
risque accru de diabete de type 2. Un mauvais statut en vitamine D est lié a la résistance a
I'insuline, qui caractérise le diabete type 2 (Bouillon et Carmeliet, 2018). Un grand nombre
d'études de cohorte ou d'études observationnelles ont établi une association entre un faible
taux sérique de 25(OH) D et un risque ou une prévalence plus élevée de diabéte de type 2
(Lucato et al., 2017 ; Mathieu, 2015).

L’obésité est peut-étre a I’origine de la diminution du taux de vitamine D chez les patients

ayant un diabéte type 2. A ce jour, aucune étude ne permet de conclure & un role bénéfique



des supplémentations en vitamine D sur I’insulinosécrétion résiduelle et sur 1’insulino-
sensibilité (Monnier et Colette, 2016).

Prés de 425 millions de personnes sont atteintes du diabéte dans le monde d’apres la
Fédération Internationale du Diabeéte. L’OMS prévoit 622 millions diabétiques d’ici 2040. En
plus de ces chiffres alarmants, il faut tenir compte des personnes qui ignorent qu’elles sont
diabétiques car le développement de la pathologie est silencieux et sournois. (Atlas du
diabéte, 2017).

De nombreuses études suggérent que le diabéte s’accompagne d’un stress oxydant qui
favorise le développement de la maladie en perturbant I’insulino-sécrétion, en favorisant
I’insulino-résistance et les complications cardiovasculaires qui y sont associées. Ce stress
oxydant est dii a une rupture de I’équilibre physiologique qui existe dans ’organisme entre les
molécules oxydantes et les systemes de défense antioxydants (Burgos-Moron, 2019). Les

objectifs de notre eétude ont porté essentiellement sur :

» L’étude du statut de la vitamine D chez les patients atteints du diabéte type 2.

> ldentifier les facteurs de risque spécifiques a cette population et étudier I’implication
de quelques parametres biochimiques (tels que les bilans lipidique, phosphocalcique et
rénal), ainsi que certains parametres de stress oxydant.

> Etudier les corrélations entre la vitamine D et les différents paramétres étudiés.
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I. La vitamine D

1.1 Définition

La vitamine D est un terme générique désignant tous les sécostérols présentant une activité
anti-rachitique. C’est une molécule présente dans notre corps, qui s’apparente a une hormone
nécessaire & I’homéostasie et au bon fonctionnement de notre organisme, des prémices de la
vie jusqu’a notre décés. Appelée « vitamine du soleil », elle est en effet principalement
fabriquée par notre peau sous I’effet du soleil et apportée en faible quantité par quelques
aliments bien spécifiques. Les deux vitamines D2 (ergocalciférol) et D3 (cholécalciférol)
difféerent par leur origine végétale ou animale et ont une activité biologique comparable chez
les mammiféres (Nino et al., 2019).

1.2 Les formes de la vitamine D
La vitamine D ou calciférol existe sous deux formes (Landrier, 2014):

v La premiére forme est la vitamine D2, dérivant d’un stérol végétal nommé ergostérol
d’ou son nom d'ergocalciférol.

v Ladeuxiéme forme est la vitamine D3 (cholécalciférol), d’origine animale.

Les deux formes peuvent étre apportées par les médicaments lors d’une supplémentation en
vitamine D et seule la vitamine D3 qui peut étre synthétisée au niveau de la peau apres

irradiation solaire du 7-dehydrocholestérol.

Les vitamines D2 et D3 ont des activités différentes suivant les espéces animales. En
revanche leur activité est similaire chez I’homme. Ainsi sous le terme de «vitamine D» sont
regroupées les vitamines D2 et D3 pour apprécier le statut vitaminique D chez ’homme
(Delhomeénie, 2011).

1.3 Constitution et caractéristiques chimiques

Il s'agit des sécostérols, avec un systeme triéne a double liaison, une chaine latérale attachée
au carbone 17 et un groupe hydroxyle sur le carbone 3 (Figure 1). La vitamine D est insoluble
dans I’eau, soluble dans les graisses et 1’alcool. Elle est dégradée par la lumiere, ’oxygene et
les acides. Moins thermosensible que la vitamine A, elle est stable jusqu’a 38 °C. Un
microgramme (jg) de vitamine D correspond a 40 unités internationales (Ul) et a 2,6 nmol.
La vitamine D2 (ergocalciférol) (figure 1 b) ne difféere de la D3 (cholécalciférol) (figure 1a)
que par un CH3 et une double liaison supplémentaire entre les carbones 22 et 23 dans la

chaine latérale.



En pratique, c’est la vitamine D3, dite naturelle, qui est la forme médicamenteuse la plus

utilisée aujourd’hui, sa biodisponibilité semblant meilleure (Guilland, 2009).
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Figure 1. Structure chimique de la cholécalciférol (a) et de I’ergocalciférol (b) (Guilland,
2009).

1.4 Source/besoins notionnels et synthése de la vitamine D
La vitamine D n’est pas apportée exclusivement par I’alimentation comme les autres
vitamines. Elle présente une origine exogene (correspond a I’apport alimentaire), ainsi qu'une

origine endogéne (suite a une néosynthése intervenant au niveau de 1’épiderme).

1.4.1 La peau (source endogéne)

C’est la principale source d’apport en vitamine D. la synthése de la vitamine D3 se fait au
niveau de la peau ayant comme précurseur la provitamine D3. La vitamine D3 est synthétisée
sous I’influence de la chaleur a partir de la pré-vitamine D3.La pré-vitamine D3 et la vitamine
D3 peuvent se convertir en formes inactives lors d’une exposition de longue durée (Figure

2)(William et Martin, 2011).
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Figure 2 . Synthese de la vitamine D3 a partir de la peau (William et Martin, 2011).

1.4.2 Alimentation( source exogéne)

Les sources exogenes de la vitamine D3 sont peu nombreuses, les aliments qui en contiennent
sont essentiellement : les poissons gras, les huiles de foie de poissons et les jaunes d’ceufs.
Elle est également présente naturellement en petite quantité dans le lait, le pain ou les
céréales, et en plus grande quantité quand ils sont enrichis (Tableau 1). On peut également
trouver une quantité de 25- hydroxyvitamine D (250HD) naturellement dans les aliments,
cependant, elle n’est pas prise en compte dans le calcul des apports exogénes de vitamine D.

Quant a la vitamine D2, celle-ci n’est présente que dans un certain nombre d’aliments

d’origine végétale, dont les champignons et les levures (Roseland et al., 2018).

Tableau I: Principales sources alimentaires de la vitamine D (Laroche, 2018).

Huile de flétan 200000(D3)

Huile de foie de morue 85000(D3)
Anguille de riviere fumee 3600(D3)
Hareng 1250(D3)
Champignons shiitake séchés au soleil 1600(D2)
Saumon 650(D3)
Flétan noir 600(D3)




Anguille de mer 520(D3)

Saumon en conserve 450(D3)

Sardine, huitre, margarine 300(D3)
Jaune d’ceuf liquide 220(D3+D2)

Thon, flétan 200(D3)

Foie de veau 130(D3)

Champignons shiitake, frais 100(D2)
Euf 70(D3+D2)

Sole 60(D3)

Foie de volaille, beurre 50(D3)

Creme fraiche 40(D3)
Fromage 10-20(D3)

Lait entier 1(D3)

1.5 Facteurs influencant le statut en vitamine D
La synthése cutanée de la vitamine D sous I’effet des rayons UVB peut étre diminuée par

I’age, par certaines conditions d’exposition cutanée : durée d’exposition solaire, saison,
latitude, tranche horaire, pigmentation de la peau « mélanine », habillement, utilisation

d’écrans solaires, pollution de I’air (Briot et Katerine, 2010 ;Tonson la Tour, 2012 ;

Guilland, 2015).

Afin d’assurer des apports en vitamine D corrects, on peut s’exposer 5 a 10 minutes bras et
jambes au soleil (dépend de I’heure de la journée, de la saison, de la latitude et de la

pigmentation de la peau).



1.6 Métabolisme et catabolisme

1.6.1 Biosynthese de la vitamine D3

Les vitamines D3 et D2 sont tous les deux biologiquement inactifs. Pourdevenir actifs elles
nécessitent une conversion enzymatique tres poussée. L'activation de la vitamine D
(indifferemment D2 ou D3) en métabolite actif, capable de se lier & son récepteur et de
l'activer, nécessite deux hydroxylations successives, 'une au niveau hépatique et ’autre au

niveau rénal (Edouard et al ., 2018).

1.6.1.1 Premiere hydroxylation

La vitamine D (D2 ou D3) transportée dans le sang par la DBP « vitamin D binding protein »
va rejoindre le foie ou elle subit une 25-hydroxylation pour donner la 25(OH)D (calcidiol), la
principale forme circulante de la vitamine D, avec une demi-vie de 2 a 3 semaines (Chang et
Lee, 2019).

Le foie joue un rdle crucial dans le métabolisme de la vitamine D. Il est le siége de la synthése
de la 25(OH)D, il assure une fonction excrétrice en éliminant la vitamine D par voie biliaire.
Enfin, il est le site de synthése de la DBP et de I’albumine, les deux principales protéines de
transport de la vitamine D et ses dérivés hydroxyles (Reid,2018). Apres cette premiere

hydroxylation, la 25(OH) D circule dans le sang, majoritairement liée a la DBP.

V.6.1.2 Deuxieme hydroxylation

La 25(0OH) D est de nouveau hydroxylée sous I’action d’une enzyme, la la-hydroxylase
(CYP27B1) dans les reins conduisant a la 1,25(OH).D (calcitriol), la forme biologiquement

active de la vitamine D avec une demi-vie de 4-6 h(Pike et Christakos, 2017).

Cette seconde hydroxylation se fait classiquement dans les cellules du tubule proximal rénal,
mais on sait aujourd’hui qu’elle est possible dans de trées nombreux autres tissus.
L’hydroxylation par la 1a-hydroxylase rénale est trés étroitement régulée par les hormones du
métabolisme phospho-calcique. Elle est stimulée en particulier par la PTH et inhibée par le
FGF23 et le calcitriol lui-méme. Elle permet de produire la 1,250H2D« hormone » qui va
passer dans le sang et aller agir sur des tissus cibles ou elle se lie au récepteur de la vitamine
D (VDR) situé dans le cytosol de ces cellules (Schlingmann et al., 2011).
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Figure 3. Schéma du meétabolisme de la vitamine D3 ( Souberbielle, 2013).

1.6.2 Catabolisme

La concentration circulante en 1,25(OH)2D3 (vitamine D active) dépend également de son
catabolisme réalise dans des cellules cibles. La CYP24Al1 catalyse la conversion de
1,25(0H)2D3 en 1,24,25-trihydroxyvitamine D3 (1,24,25(0OH)3D3), premiere phase de
dégradation de la vitamine D pour obtenir a une forme inactive d’acide calcitroique.
Contrairement a CYP27A1 et CYP27B1, situées au niveau des cellules hépatiques et rénales,
la 24-hydroxylase (CYP24A1) est ubiquitaire, contrdlant ainsi le taux de vitamine D3 active a
I’échelle de I’organisme (Edouard et al., 2018).

1.7 mécanisme d’action de la forme active
La forme active de la vitamine D, le 1,25(0OH)2D peut présenter des effets génomiques et non

génomiques.
1.7.1 Les effets génomiques

1.7.1.1 Récepteur de la vitamine D

Avec la découverte du récepteur de la vitamine D dans presque tous les tissus et la découverte
plus récente de milliers de sites de liaison VDR dans tout le génome contrélant des centaines

de genes, l'intérét pour la vitamine D et son impact sur de multiples processus biologiques



s'est considérablement accéléré a mesure que en témoignent les milliers de publications
chaque année depuis plusieurs années (Haussler et al., 2011). La structure du domaine de
liaison au ligand a été résolue par cristallographie aux rayons X. Il est composé de 12 hélices.
Il est également intéressant de noter que la vitamine D autorégule la transcription de ses
propres récepteurs. Les amplificateurs du géne VDR ainsi que des sites supplémentaires de
liaison au VDR ont été enregistrés dans le géne VDR. Enfin, le VDR a également la capacité
de réguler I’expression génique indépendamment de la présence de ligand, en

s’hétérodimérisant avec RXR sur des régions promotrices (Figure 4).

La vitamine D agit sur la régulation mais également le recrutement d’histone acétylases et

d’histones désacétylases, permettant ainsi de jouer sur le niveau d’acétylation des histones.

@ = @ ‘ ® 1,25(0H),D,
A\, Voie non génomique (?) 9- ds adde rétinoique
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ml
. &

Figure 4.Mécanisme d’action génomique de la 1,25(OH)2 vitamine D3 (Guilland, 2015).

1.7.2 Les effets non génomiques de la vitamine D

Les effets non génomiques et ses métabolites dépendent d’un récepteur membranaire, la
protein disulfide isomerase family A member 3 (Pdia3), également connue sous les noms
1,25D3-MARRS, ERp57et GRP58. La 1,25(0OH) 2 D3 se fixent sur le récepteur MARRS,
situé a la surface des cellules, qui participent au captage rapide du calcium et de phosphore.
Ce phénomene a également été identifié dans d’autres cellules comme les hépatocytes, les
cellules du pancréas et les ostéoblastes (Cui et al., 2017).Apres fixation de récepteur Pdia3 et
activation par le calcitriol, active de diverses voies de transduction incluant, les

phospholipases C et A2, la protéine kinase C, les MAP Kkinases, le relargage de stocks de
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Ca2+ intracellulaire ainsi les flux calciques peuvent étre a 1’origine des réponses tres rapides

médiées par ce récepteur en réponse au calcitriol.

Il est important de mentionner que des travaux récents ont montré 1I’implication du VDR dans
cette voie de signalisation rapide, ce qui confirme le r6le majeur de VDR dans la médiation

des actions de la vitamine D (Landrier, 2014).

1.8 métabolisme phosphocalcique

1.8.1 Action classique

Le maintien de I’homéostasie phospho-calcique constitue le role principale de la vitamine D,
entrainant une augmentation de la calcémie et de la phosphatémie. Pour ce faire, elle agit
principalement a trois niveaux du métabolisme phosphocalcique qui sont [lintestin
(absorption), le rein (excrétion) et I'os (stockage) auxquels il faut ajouter une action au niveau

des glandes parathyroidiennes (Bacchetta, 2019) :

1.8.1.1 Au niveau de P’intestin

Deux sites d’action sont reconnus ;

« Sur la bordure en brosse des cellules intestinales, cette hormone augmente la synthese du
transporteur de calcium qui est le mode d’action majeur pour 1’absorption intestinale du

calcium.

 un processus actif trans-cellulaire medié par la 1,252D qui stimule, dans I’entérocyte,
différents genes dont les produits participent a ce transport actif. Une protéine, TRPV6, cree
un canal calcium au niveau de la bordure en brosse luminale de la cellule intestinale (Reid,
2018).

1.8.1.2 Au niveau des reins

Environ 70 % du calcium filtré sont réabsorbés de facon passive et par voie para cellulaire au
niveau du tubule proxi-mal, parallé¢lement a la réabsorption du sodium. L’énergie requise pour
I’ensemble de ce processus est fournie par P’activité de la Na/K-ATPase basola-térale.
L’hormone augmente la réabsorption tubulaire du calcium par action directe sur le canal

épithélial calcique (Carmeliet, 2018).

1.8.1.2 Au niveau de I’os

L'expression de nombreuses protéines de la matrice extracellulaire telles que le collagéne I,

l'ostéopontine est contr6lée par la vitamine D associée a des hormones telles que la

11



parathormone ou PTH, la vitamine D stimule la différenciation des pré-ostéoclastes en
ostéoclastes impliqués dans Iinitiation du remodelage osseux lors de micro-fractures
(Levasseur, 2019).

1.8.1.3 Au niveau des glandes parathyroidiennes

Les glandes parathyroidiennes possedent des récepteurs sensibles a la calcémie. Ainsi, une
baisse de la calcémie entrainera une augmentation de la sécrétion de PTH
(SOUBERBIELLE, 2011). Par contre, la PTH active la vitamine D ce qui a pour effets de
stimuler la réabsorption rénale du calcium et I’ostéolyse contribuant a libérer du calcium pour

maintenir la calcémie.
1.8.2 Action non classique

A coté de son role bien établi dans la régulation de I’homéostasie phosphocalcique, la
vitamine D posséde d’autres fonctions physiologiques telles que des effets
immunomodulateurs ainsi qu’une implication dans le contréle de la différenciation de

nombreux types cellulaires et I’inhibition de leur prolifération (Christakos et al., 2016).

Au niveau cellulaire, la vitamine D pourrait inhiber la voie des lymphocytes TH1 en stimulant
la voie TH2, alors qu’au niveau cytokinique, I’activation du VDR induit a la fois une
diminution des cytokines pro-inflammatoires et une augmentation des cytokines anti-
inflammatoires. A noter également que la vitamine D entraine une augmentation des agents

anti-thrombotiques.

D’autres parts, la vitamine D a deux propriétés qui sont connues au niveau du systeme
immunitaire: I’inhibition de la prolifération lymphocytaire T par la vitamine D d’une part, et
la capacité des macrophages a synthétiser cette vitamine d’autre part. La connaissance de la
biologie de la vitamine D au niveau du macrophage a en effet récemment progressé de

maniére considérable (Bacchetta et al., 2010).

1.9 Régulation du métabolisme de la vitamine D

La régulation du métabolisme de la vitamine D3 dépend essentiellement des enzymes
impliguées dans sa synthese (CYP27Al et B1l) ou son catabolisme (CYP24Al). Cette
régulation fait intervenir des hormones (surtout la PTH ou parathormone) qui répondent a des
variations de I’homéostasie calcique et des molécules d’origine lipidique ayant une activité

autocrine ou paracrine via des récepteurs nucléaires(Emkey et Epstein, 2018).
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1.9.1 Régulation de la synthese

La concentration circulante de 25D3 est peu régulée. Néanmoins, dans le foie, CYP27AL,
impliquée dans sa synthése, est modulée a I’étape transrationnelle par des récepteurs
nucléaires (Cianferotti et al., 2015). Dans le rein, I’activité de la CYP27BI1, responsable de
la production de I’hormone active 1,25, est étroitement régulée. La PTH libérée par les

glandes parathyroides lors d’une hypocalcémie exerce un controle positif.

De plus, les phosphates, le calcium et la 1,252D3 peuvent également agir directement sur

I’enzyme et donc sur le taux circulant de I’hormone active (Guilland, 2015).

De nombreux autres facteurs comme I’'IGF-I, I’insuline, la calcitonine, le FGF 23
interviennent également dans la régulation de la CYP27B1 (Marsot et al., 2018 ;Levasseur,
2019).

1.9.2 Régulation du catabolisme

La dégradation de la vitamine D3 dépend, dans les reins, de la régulation de la CYP24ALl.
Cette protéine appartient a la superfamille des récepteurs nucléaires, facteurs de transcription
activés par des ligands. La 1,252D3 stimule la transcription de CYP24A1 via sa fixation sur
I’hétérodimere formé par VDR et RXR, le récepteur de I’acide rétinoique 9-cis, qui reconnait

des séquences spécifiques dans le promoteur du gene (Christakos, et al., 2019).

Par ailleurs, VDR aurait un role direct dans I’inhibition de I’expression de la CYP27B1 dans
les reins. Via I’action de VDR, la 1,252D3 peut exercer un controle sur sa propre synthese et
son propre catabolisme. Ainsi, les médicaments anti-épileptiques ou anti-convulsifs,
activateurs de PXR, de méme que les corticostéroides, peuvent conduire a une carence en
vitamine D. Lorsque ce type de médicament est prescrit a long terme, comme c’est le cas pour
les personnes épileptiques ou souffrant d’arthrite, un apport supplémentaire en vitamine D

peut s’avérer nécessaires.
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Figure 5.Mécanisme de régulation et de rétrocontrdle de la vitamine D (Heaney et
al.,2009).

1.10 Maladies associées au métabolisme de la vitamine D

Les maladies liées au statut vitaminique D sont trés souvent le résultat d’une carence en
vitamine D. Cette carence entraine un rachitisme chez le jeune en croissance. Chez la
personne agée, cette carence constitue un terrain favorable a 1’ostéoporose, maladie
caractérisée par une masse minérale basse et des altérations de la microarchitecture osseuse

(Charoenngam et al. 2019).

Le taux de 25D3 est normal chez les individus atteints du rachitisme pseudo-carentiel de type
I alors que le taux de 1,252D3 s’effondre. L’administration de 1,252D3 est nécessaire pendant
toute la vie des personnes atteintes de cette affection. Il se caractérise donc par une résistance

des organes cibles a I’action de 1,252D3 dont le taux est éleve.

A coté de ces états de carence, de déficit ou d’insuffisance en vitamine D, un apport excessif
(intoxication) peut entrainer une hypervitaminose qui provoque une hypercalcémie par
augmentation de I’absorption intestinale et de la résorption osseuse. Cette hypercalcémie peut

conduire a des atteintes rénales (lithiases et néphrocalcinoses).
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1.11 Déficit en vitamine D
1.11.1 Définition

Le taux plasmatique de 250H vitamine D est le meilleur parametre pour définir la réserve en
vitamine D de I’organisme car il est stable sur plusieurs semaines, n’est pas régulé activement
et la production de 250H vitamine D dépend directement du substrat a disposition
(Souberbielle, 2014).

L’insuffisance en vitamine D a été déterminée comme étant un taux de vitamine D au-dessous
duquel 1l existe des effets néfastes pour la santé, et en particulier pour I’os. Cette méthode est

dite « healthbasedreference values » (Benhamou et al., 2014).

Ces définitions ont été reprises par un groupe d’experts en 2010 et le seuil qui a été retenu

comme le seuil optimum a atteindre ¢’est 75 nmol/l (30 ng/ml) (Souberbielle et al., 2010).

Dans un article paru en 2011, un groupe de recherche et d’information sur I’ostéoporose

(GRIO) propose des valeurs variables en fonction de 1’age :

v Taux recommandés de 25 (OH)D: 30 a 70 ng/ml soit de 75 a 175 nmol/I.

v’ Carence en vitamine D : 25 (OH)D< 10ng/ml soit 25 (OH) D < 25 nmol/I.

v' Insuffisance en vitamine D : le taux du 25 (OH)D est de 10 a < 30 ng/ml soit de 25 a <
75 nmol/l.

v Une possibilité d’intoxication peut survenir au-dela d’une concentration de 150 ng/ml

soit 375 nmol/l (Benhamou et al.,2011).
1.11.2 Prévalence

De nombreuses études ont évalué la prévalence de I’insuffisance en vitamine D mais la
difficulté de leur interprétation vient de la définition de cette insuffisance. Trois seuils

sériques sont envisageables (BRIOT et al.,2009).

v' celui pour lequel il existe une hyperparathyroidie secondaire; La relation inverse entre
25(0OH)D et PTH: il y a déclenchement d'une hyperparathyroidie secondaire en cas de
déficit en 25(OH)D, en-dessous de 30 ng/ml,

v" celui pour lequel la PTH commence a augmenter en réponse a I’insuffisance;

v celui pour lequel il existe un effet clinique, et qui lui-méme peut étre variable en

fonction de 1’organe considéreé.

Les groupes a risque de carence en vitamine D sont (Delhoménie, 2011) :
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v" les enfants allaités. Le lait maternel contient peu de vitamine D, environ 40 Ul/I alors
que les laits artificiels sont enrichis jusqu'a environ 400 a 600 Ul/I;
les enfants jusqu'a I’dge de 2 ans;
Les femmes enceintes et allaitantes.

Les personnes ayant une exposition solaire limitée.

v
v
v
v" Les personnes n’ayant pas la peau blanche.
v’ Les végétaliens.

v' Les alcooliques chroniques.

v

Les personnes ayant une pathologie héréditaire du métabolisme de la vitamine D.

1.12 Complications de I’hypovitaminose
1.12.1 Pathologies osseuses

1.12.1.1 Rachitisme

Le rachitisme est un syndrome clinique chez l'enfant, résultant d’un défaut de minéralisation
de la plague de croissance et de la matrice osseuse. Les rachitismes correspondent donc a des
anomalies de minéralisation osseuse d’un squelette en croissance, par opposition a

I’ostéomalacie, anomalie de la minéralisation d’un os adulte (Pettifor et al., 2018).

Il s’agit d’une maladie générale potentiellement grave voire mortelle avec notamment dans les
formes séveres, des atteintes neurologiques (convulsions,coma) et cardiaques

(cardiomyopathie dilatéeetmyopathie)(Estrade et al., 2017).
1.12.1.2 Ostéomalacie

L'ostéomalacie est une maladie osseuse métabolique qui peut se propager a tous les os. Elle
correspond a des défauts de minéralisation osseuse qui provoquent une accumulation de tissu
osseux. Le tissu osseux devient fragile et le risque de fracture est élevé. L'ostéomalacie se
manifeste par des arthralgies diffuses et des difficultés a marcher dues a une faiblesse
musculaire. La cause la plus fréquente d'ostéomalacie est le déficit en vitamine D, et la
concentration de 25 (OH) D qui est toujours inférieure a 25 nmol/L I'absorption du calcium
dans l'intestin sera réduite, et I'nypocalcémie stimulera la sécrétion de PTH, favorisant ainsi le
remodelage osseux et la fragilisation. A long terme, cela favorisera la maladie«

L’ostéoporose» (Laroche, 2018).
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1.12.2 Pathologies extra-osseuses
1.12.2.1 Chute

Le rachitisme et I’ostéomalacie montrent une faiblesse musculaire ce qui peut conduire a un
dysfonctionnement corporel .Par conséquent, ‘il pourrait y avoir une relation entre les
performances physiques ou les chutes avec la teneur en vitamine D, ce qui renforce
I’existence des récepteurs de la vitamine D (VDR) dans les cellules musculaires (Audran et

Chappard, 2012).
1.12.2.2 Cancer

Des études épidémiologiques ont également précisé qu'il pouvait exister une association entre
un faible taux de vitamine D et la survenue de certains cancers (cancer de la prostate, cancer
colorectal, cancer du pancréas, cancer du poumon...). L'effet anti-tumoral est lié a la forme
active de la vitamine D [1,25(0OH) 2 D], qui régulerait les génes lies a la prolifération
cellulaire (Gichuhi et al., 2014).
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1. Généralité diabete

11.1 Définition

Le diabéte est défini comme étant un groupe hétérogene de troubles métaboliques chroniques
qui se caractérise par une endocrinopathie évolutive, due & une insuffisance de la sécrétion
d’insuline et/ou I’incapacité des cellules d’utiliser rentablement 1'insuline qu'elles produisent,

provoquant par conséquence une hyperglycémie (OMS, 2020).

Le déficit en insuline non maitrisé peut endommager de nombreux organes et étre
responsable des complications aigués ou chroniques potentiellement mortelles comme les
insuffisances rénales, les accidents cardiaques, les accidents vasculaires cérébraux, les Iésions
neurologiques, les lésions oculaires ainsi que les amputations des membres inférieurs
(Einarson et al., 2007-2017; Kocher et al., 2018).

11.2 Criteres diagnostic
Les criteres de AmericanDiabetes Association (ADA) pour diagnostiquer le diabete sont les

suivants :

Une glycémie sur plasma veineux > 1,26 g/l (7,0 mmol/l) apres un jelne de 8h, vérifiée a
deux reprises.

Ou symptémes de diabéte (polyurie, polydipsie, amaigrissement inexpliqué, somnolence voire
coma) et glycémie quelle que soit 1’heure > 2g/L (11,1 mmol/L)

Ou glycémie 2h aprés une charge de 75g de glucose lors d’une hyperglycémie provoquée par
voie orale (HGPO)> 2g/L (Wens et al., 2007).

Toutefois, il existe des états frontieres qu’on définit d’hyperglycémies modérées a jeun
(glycémie comprise entre 1 g/L et 1,2 g/L) et d’intolérances au glucose avec au cours de
I'HGPO : une glycémie a jeun inférieure a 1,26g/L et aprés 2 heures comprise entre 1,4 et 2
g/L (Wémeau, 2014).

A condition qu’une méthode de mesure standardisée soit utilisée et que les mises en garde
soient prises en compte (Henzen, 2011) la mesure de I'HbALc a été proposée pour établir le
diagnostic du diabéte et la valeur seuil serait dans ce cas supérieure a 6,5 % mais ne fait pas

encore partie des recommandations professionnelles francaises (HAS) (Wémeau, 2014).
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D’autres mesures de la glycémie, comme le dosage de la fructosamine, de I’albumine

glycosylée et du 1,5-anhydroglucitol n’ont pas été validées pour le diagnostic du diabéte
(Punthakee et al., 2018).

11.3 Classification du diabete

La majorité des cas de diabéte peuvent étre globalement classés en deux catégories : le diabete
de type 1 et le diabéte de type 2. Certains cas échappent toutefois a cette classification
(Tableau 2) :

Tableau 11 : Classification du diabéte (Punthakee et al., 2018) :

Caractérisation
Type de diabéte

_ regroupe le diabete principalement attribuable a la destruction des
diabete de type 1 . , . , o
cellules béta du pancréas, qui s’accompagne d’une carence en insuline
susceptible d’évoluer vers une acidocétose diabétique. Cette forme de
diabete comprend les cas attribuables a un processus auto-immun et les

cas dont la cause de la destruction de la cellule béta est inconnue.

diabéte de type 2 | est le plus souvent attribuable a une insulinorésistance accompagnée
d’une carence insulinique relative ou a une anomalie de la sécrétion

d’insuline associant une insulinorésistance. La cétose n’est pas aussi

courante.
diabete résulte d’une intolérance au glucose qui se manifeste ou est dépistée pour
gestationnel la premiére fois pendant la grossesse
Autres types | comprennent une grande variété de troubles relativement peu courants,
particuliers surtout des formes de diabete d’origine génétique ou associées a d’autres

maladies, ou a I'usage de certains médicaments

11.4 Physiopathologie du diabéte type 2

Autrefois appelé diabéte non insulinodépendant (DNID) et parfois appelé « diabéte gras » du
fait de son lien étroit avec 1’obésité. C’est le plus fréquent des diabétes puisqu’il constitue 85
a 90% de I’ensemble des diabétiques dans le monde. Il s’installe progressivement et est
provoqué par une mauvaise alimentation et un manque d’exercice physique. Il apparait

généralement chez les personnes de plus de 40 ans ((Karuranga et al., 2019).
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1. 4.1 L’insulinorésistance

L’insulinorésistance est souvent une conséquence directe de ’obésité et se définit comme
une réduction de la capacité de I’insuline a stimuler le métabolisme de ses tissus cibles a
savoir : le foie et le muscle squelettique (Figure 6). Les mécanismes responsables de
I'insulinorésistance associée a I'obésité sont multiples. En effet, les acides gras dont les taux se
trouvent élevés dans cette situation, s’accumulent dans les myocytes ou ils interférent avec la
signalisation de I’insuline. En outre, une série d’adipokines sécrétées par les adipocytes
diminuent P’action de I’insuline telle que le TNF-a, la résistine et I'IL-6. Par contre,
I’adiponectine, une autre adipocytokine favorisant la sensibilité a I’insuline, est diminuée. Un
troisieme facteur incriminé est celui d’un ralentissement du passage transcapillaire de
I’insuline (Guillausseau, 2013 ; Ghayati ,2019).

11.4.2 Le déficit de ’insulinosécrétion

Au moment du diagnostic du diabete, la fonction insulinosécrétoire est déja réduite d’environ
50% et continue a décroitre par la suite, indépendamment du traitement (Féry et Paquot,
2007). Les altérations de I’insulinosécrétion se déclinent selon des mécanismes regroupés
sous le terme de dysfonction insulaire. En effet, la pulsatilité spontanée de la secrétion
d’insuline est altérée, la réponse insulinique précoce est complétement abolie, 'hyperglycémie
ambiante potentialisant l'action insulinosécrétoire des autres sécrétagogues est fortement
diminuée dans le DT2. Il existe aussi une hypersécrétion anormale de pro-insuline et de
peptides immatures. L’insulinosécrétion est enfin caractérisée par sa réduction progressive
avec le temps qui est expliquée par plusieurs hypotheses (figure 6), entre autres, la
lipotoxicité, la glucotoxicité (I’hyperglycémie exerce un effet nocif sur la cellule B par des
mécanismes complexes et multiples faisant intervenir un stress oxydatif, une augmentation de
la production de cytokines et les phénoménes d’apoptose des cellules B qui sont accélérés
(multipliés par un facteur de 3 a 10) (Guillausseau et Laloi-Michelin, 2003 ; Féry et
Paquot, 2007).
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Figure 6. Mécanismes physiopathologiques de diabéte de type 2 (Nicolas et Patrick.,
2015).
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I11. la relation entre diabéte et la vitamine D

L'hypovitaminose D est suspectée depuis longtemps comme facteur de risque d'intolérance au
glucose. En effet, la mesure des concentrations de 250HD dans une population a révélé que
celles-ci étaient plus faibles chez les patients a risque de diabéte que chez ceux qui n'étaient
pas a risque de diabéte et d’autant plus faibles chez les patients diabétiques (Chiu et
al.,2004).

I11.1 Vitamine D et diabéte sucré de type 2

Le diabéte sucré de type 2 est caractérisé par une résistance a l'insuline et une altération de la
sécrétion d'insuline, bien que son étiopathogénie précise soit inconnue. Les facteurs
environnementaux sont importants dans un tel processus et, outre leur role de déclencheur, ils
peuvent également avoir un effet accélérateur ou protecteur. L'hypovitaminose D, due a une
déplétion ou a une résistance relative a la vitamine D, a longtemps été suspectée d'étre un
facteur de risque d'intolérance au glucose. Par exemple, un traitement prolongé de
l'ostéomalacie avec de la vitamine D augmente la sécrétion d'insuline et améliore la tolérance
au glucose. De plus, il a également éte suggére que I'hyperinsulinémie était associée a une

augmentation de la densité minérale osseuse chez les sujets diabétiques et non diabétigques.

D'autre part, I'administration d'une seule dose élevée de vitamine D augmente la glycémie
chez les patients diabétiques. De plus, aucun bénéfice sur la tolérance au glucose n'a été

trouvé avec une supplémentation en vitamine D chez des sujets sans carence en vitamine D.

I11.2 La vitamine D et I’insulino-résistance
La vitamine D aurait un effet bénéfique sur I’action de I’insuline, soit directement en
favorisant I’expression du récepteur de I’insuline, soit indirectement médié par le calcium

(Schlienger et al., 2010).

La vitamine D pourrait agir a plusieurs niveaux :

Elle stimule la transcription génique (via les VDRE) et I’expression des récepteurs a l'insuline
au niveau des tissus cibles périphériques.

Elle facilite le transport intracellulaire du glucose en réponse a l'insuline par une
externalisation plus importante des transporteurs du glucose insulinodépendants.

Elle active le facteur de transcription PPARy (Peroxysome ProliferatorActivatedReceptor
gamma), impliqué dans la régulation du métabolisme des acides gras au niveau des tissus

adipeux et musculaire (tissus possédant le VDR) améliorant ainsi la sensibilité de ces tissus a
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I'insuline. En modulant les flux calciques, la vitamine D régule aussi la réponse tissulaire a
I’insuline (notamment dans le muscle squelettique et le tissu adipeux). Ainsi elle améliore la
sensibilité post-prandiale a l'insuline chez les sujets susceptibles de présenter une

insulinorésistance.

I11.3 La vitamine D et P’insulino-sécrétion

Il existe de nombreuses preuves suggérant un réle de la vitamine D dans la sécrétion
d'insuline, qui comprend la présence du VDR dans les cellules B et les protéines de liaison au
calcium (DBP) dépendantes de la vitamine D dans le tissu pancréatique. Il a été démontré
dans des modeles in vitro et in vivo que la vitamine D elle-méme est essentielle a la libération
normale d'insuline en réponse au glucose et au maintien de la tolérance au glucose. Une
carence en vitamine D entraine une diminution de la sécrétion pancréatique d'insuline, sans

altérer la sécretion de glucagon (Schlienger et al., 2010).

Il est important de noter que la réplétion en vitamine D aux premiers stades de la carence
alimentaire expérimentale en vitamine D ou chez les sujets présentant une carence en
vitamine D entraine une amélioration partielle de la tolérance au glucose et une correction de

la sécrétion d'insuline en réponse au glucose (Lucato et al., 2017).

Il existe des preuves que la vitamine D influence la sécrétion d'insuline des cellules B par une
augmentation de la concentration de calcium intracellulaire via des canaux calciques voltage-

dépendants non sélectifs (Kayaniyil et al., 2010).

En conséquence, un mécanisme d'action majeur de la vitamine D sur la sécrétion et la
synthese d'insuline est susceptible d'impliquer les endopeptidases dépendantes du calcium des

cellules B, qui produisent le clivage qui facilite la conversion de la proinsuline en insuline.

De plus, le calcium n'est pas seulement nécessaire a I'exocytose de I'insuline, mais également
a la glycolyse des cellules B, qui joue un role dans la signalisation de la concentration de

glucose circulant.

La vitamine D affecte également la sécrétion d'insuline en stimulant sa synthése par
I'activation de la biosynthése des protéines dans les flots pancréatiques. Elle est aussi
responsable de l'augmentation de la sécrétion d'insuline par d'autres mécanismes tels que la

modulation directe de la croissance des cellules  (Altieri et al., 2017).
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I11.4 La supplémentation en vitamine D
Chez I'nomme, la supplémentation en vitamine D améliore la sécrétion d'insuline stimulée en

réponse a une charge orale en glucose (Von Hurst, 2010).

v' chez les patients atteints de diabéte de type 2 Iéger (glycémie a jeun normale).
v' chez les sujets sains non diabétiques et chez les sujets présentant une carence en vitamine D

mais pas chez les patients avec un diabéte sucré de type 2 établi (Von Hurst, 2010).

Cela s'accompagne d'une augmentation significative des taux de calcium sérique et d'une

réduction des taux sériques d'acides gras libres.

En outre, il a été demontré que la restauration des niveaux de vitamine D améliore la tolérance
au glucose chez les patients presentant une carence en vitamine D et améliore la réponse a

I'insuline chez les femmes atteintes de diabete de type 2 (Pittas et al., 2020).

I11.5 Vitamine D et composante inflammatoire du diabete de type 2

Le DT2 est associé a une inflammation systémique qui serait impliquée dans
I’insulinorésistance, en particulier dans la captation du glucose. Si les taux de cytokines sont
trop élevés, celles-ci peuvent en déclenchant I’apoptose des cellules B pancréatiques
provoquer une insulino-déficience. De ce fait, la vitamine D pourrait diminuer
I’insulinorésistance et favoriser la survie des cellules B en ayant des effets sur les cytokines

par différents mécanismes (Karkeni et al., 2017) :

e Des VDRE ont été identifiés dans le promoteur des genes de cytokines. Ainsi, la vitamine D
interférerait avec les facteurs de transcriptions impliqués dans la production nucléaire des
cytokines (Karkeni et al., 2015).

e Par son action d'inhibition sur le facteur NF-kb qui est un élément majeur dans la régulation

des cytokines pro-inflammatoire (Marcotorchino et al., 2014).
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IV. Stress oxydatif, diabeéte et la vitamine D

IV.1 Stress Oxydant

IV.1.1 Définition

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre les oxydants, espéces réactives de 1’oxygéne
(ERO) et les capacités antioxydantes de 1’organisme, résultant de l’augmentation de la
production d'oxydants et / ou la réduction des antioxydants. L.’accumulation de ces dommages
oxydatifs nuit a la structure et la fonction des tissus entrainant apoptose ou nécrose
(Bensakhria, 2018).

IV.1.2 Radicaux libres
Un radical libre est une espece chimique, ayant une existence indépendante, instable et
réactive suite a une perte d’un ou plusieurs €lectrons, provoquée par des facteurs physiques ou

chimiques (rayonnements ultraviolets, radiations ionisantes, tabac (Migdal et Serres, 2011).

IV.1.3 Dommages causés par les radicaux libres

Le stress oxydatif est responsable de nombreuses affections neurodégeneratives comme
I’Alzheimer, les cedémes et le vieillissement prématuré de la peau de certaines maladies
cardiovasculaires, des atteintes cancéreuses en réprimant l'appose et en favorisant la

prolifération, l'invasion ainsi que la métastase (Bensakhria, 2018).

1V.1.4 Sources cellulaires des espéeces réactives de ’oxygéne

Les origines cellulaires des espéces oxygénées réactives sont essentiellement enzymatiques et
découlent de plusieurs sources endogénes. Il s’agit principalement de la NADPH oxydase
membranaire et du complexe enzymatique mitochondrial de la chaine respiratoire, mais
d’autres sources, cytosoliques ou présentes au sein de différents organites cellulaires peuvent
également jouer un rdle dans la modulation des signalisations intracellulaires telles que la
xanthine oxydase. Plusieurs inclusions intracellulaires sont dessiéges importantes pour la
production des radicaux libres comme la mitochondrie, les microsomes, le cytosol. Aux doses
faibles, les ERO sont trés utiles pour I'organisme et jouent des roles importants dans divers
mécanismes physiologiques. Autres sources d’origines exogenes provoquées par plusieurs
sources chimiques et physiques comme I’exposition prolongée au soleil, la lumiére UV, la
consommation excessive de médicaments, la pollution et la mauvaise alimentation, sont aussi
a I’origine des ERO (Figure 7) (Sharifi-Rad et al.,2020).
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Figure 7. Origines des espéces réactives (Djohan, 2017).

IV.1.5 Mécanisme de défense contre les réactions radicalaires

Ces ERO, produites de facon physiologique, sont maintenues a des concentrations faibles
grace aux systémes de défense de I’organisme; ces systémes peuvent etreenzymatiques,tels
que les superoxydedismutases (SOD) qui convetissent ... en H202 et 02, la catalase qui prend
en charge H202, les glutathion peroxydases (GSH-Px) qui réduisent les hydro peroxydes en
alcools, ou non enzymatiques et constitués par des capteurs d’ERO (glutathion,vitamines E et
C, b-carotene, acide urique ...),(Vertuani et al., 2004). Tous ces éeléments participent a

I’équilibre redox de la cellule et assurent 1’intégrité de ses fonctions.

V.2 Stress oxydant et diabéte

La chronicicité de ’hyperglycémie génére un stress oxydatif responsable de 1’augmentation
de la glycolyse qui, par accroissement du potentiel de membrane mitochondrial augmente la
production de radicaux et inhibe la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogenase. Ceci
contribue a diminuer le cofacteur d’oxydoréduction NADPH, essentiel au maintien de
I’homéostasie redox. Latoxicité liée a I’hyperglycémie chronique est maintenant bien connue.
Différentes voies sont activées en condition d’hyperglycémie et jouent un role dans le
mécanisme de toxicité du glucose. Parmi ces voies activées par I’hyperglycémie, on peut citer
: la voie des polyols, des hexosamines, de la protéine kinase C(PKC)et les voies de formation
des produits avancés de glycation (AGE) (Figure7).L’activation de ces voies va entrainer une

augmentation de I’inflammation et de stress oxydant(Scflienger,2015).
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Figure 7 Voies activées par I’hyperglycémie (Kang etYang,2020).

1V.2.1 Effet du stress oxydant sur I’insulino-sécrétion

Les ROS perturbent et inhibent 1’insulino-secrétion en inhibant la transduction du signal du
glucose dans les cellules B. En effet, le peroxyde d’hydrogene a une dose de I1mmol/L sur des
ilots de souris, inhibe la sécrétion d’insuline en diminuant le ratio ATP/ADP intracellulaire.
Par conséquent, une activation des canaux potassiques ATP-dépendant entraine une
hyperpolarisation membranaire qui empéche la libération de I’insuline par la cellule B

(Krippeit-Drews et al., 1999).

Glucose

Capillaire
sanguin

Pas de libération
d'insuline

Figure 8 Effet du stress oxydant sur I’insulino-sécrétion(Voet et Voet, 2005).
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IV.2.2 Effet du stress oxydant sur I’insulino-résistance

Les ROS sont également impliquées dans I’insulino-résistance. Des études sur des cellules en
culture démontrent que les ROS inhibent la transduction du signal de I’insuline. Elles
empéchent I’autophosphorylation du récepteur a I’insuline et par conséquence celle de la
protéine IRS-1, conduisant a un blocage des voies en amont de la PI3K. La translocation du
récepteur GLUT4 est alors inhibée ne permettant pas ’entrée du glucose dans la cellule.

En effet, des concentrations de 1’ordre de la micromolaire en peroxyde d’hydrogéne suffisent
a inhiber I’autophosphorylation du récepteur a I’insuline sur des cellules en culture entrainant

ou favorisant I’insulino-résistance(Pae et al., 2018) (Figure 10).

Exprestes génesl (
TN

Figure 9 Mécanisme de resistance a ’insuline induite par les ROS ((Voet et Voet, 2005).

V.3 Stress oxydant et vitamine D

La 1,25(0OH)2D est impliquée dans de nombreuses activités génomiques intracellulaires et
réactions biochimiques et enzymatiques, tandis que les concentrations de 25(OH)D sont
importantes pour surmonter l'inflammation, la destruction des microbes et parasites
envahisseurs, la minimisation du stress oxydatif suite a lI'exposition quotidienne a des agents
toxiques, et le contrdle du processus de vieillissement (Figure 11) (Holmes et al., 2013 ;
Petersen et al., 2016). Par exemple, la présence d'une concentration physiologique de
25(0OH)D augmente l'expression du facteur nucléaire Nrf2 (facteur 2 lié a I'érythroide) (Nf-
E2) (Tullet et al., 2017) ,et régule également les systemes de signalisation cellulaire, y

compris la formation d'antioxydants (Razzaque, 2012).

28



Dommages ctions biologiques et cp l/ Dysfonctionnement
cumulatifs a 'ADN ey? yalter ation des Wsteh’le l’i;q mitochondrial
w ae seconds message,.

mnd]flcatlﬂns genethue

Manque d’exposition a la lumiére d'autres toximes :
du soleil et 4 un environnement alcool, tabac médicaments, atc|

Associé a la pauvreté X

malnutrition et problémes
de mode de vie

Suractivation de la iNOS, des cytokKines, des enzymes
et du systéme adrénergique :
interactions intercellulaires

Figure 10 Les effets de multiples facteurs environnementaux et de leurs interactions qui

influencent le vieillissement et la mort.

Lorsque le statut en vitamine D est adéquat, de nombreuses activités intracellulaires liées au

stress oxydatif sont régulées.

Des concentrations sous-optimales de 25(OH)D sérique ne permettent pas de maitriser les
conditions de stress oxydatif, d'augmenter les dommages oxydatifs intracellulaires et le taux
d'apoptose. Le niveau intracellulaire de Nrf2 est inversement corrélé avec I'accumulation de
ROS mitochondriaux (Tseng et al., 2013) et l'escalade consécutive du stress oxydatif. Ainsi,
Nrf2 joue un réle clé dans la protection des cellules contre le stress oxydatif ; ce réle est

modulé par la vitamine D (Berridge, 2018).

En outre, la vitamine D contribue au contréle de l'oxydation et de la réduction (redox)
cellulaire en maintenant des fonctions mitochondriales normales (Ryan et al., 2016). La perte
du contréle redox du cycle cellulaire peut entrainer une prolifération cellulaire aberrante, la
mort cellulaire, le développement de maladies neurodégénératives et un vieillissement
accéléré (Ureshino et al., 2014 ; Berridge, 2015).
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Le calcitriol a des effets bénéfiques globaux en régulant a la hausse l'expression de certains
antioxydants et cytokines anti-inflammatoires (Wei et Christakos, 2015), protégeant ainsi les
tissus contre les toxines, les anomalies liées aux carences en micronutriments et les
dommages induits par les parasites et les microbes intracellulaires (George et al., 2012). Il
régule les niveaux de ROS grace a ses effets anti-inflammatoires et a I'expression
mitochondriale d'antioxydants par le biais de voies de signalisation cellulaire (Shelton et al.,
2011 ; Berridge, 2015).

En conséquence, il a été proposé que la vitamine D ait des propriétés antioxydantes. Il y a
plus de deux décennies, Wiseman a signalé que la vitamine D réduisait la peroxydation
lipidique liposomale dépendante du fer. Les similarités structurelles entre la vitamine D et le
cholestérol et I'ergostérol ont été prises en compte pour ses propriétés antioxydantes
membranaires (Wiseman,1993). En outre, il est bien établi qu'a I'intérieur de la cellule, la
vitamine D se lie a son récepteur nucléaire (VDR) et régule l'expression du géne cible
(Brown et Slatopolsky , 2008).

Par consequent, la vitamine D peut réduire I'OS en regulant a la hausse le GSH cellulaire et

des systémes antioxydants tels que la glutathion peroxydase et la superoxyde dismutase.

De plus, la vitamine D peut inhiber la sécrétion de ROS (11). Des études récentes ont montré
gu'une supplémentassions en vitamine D diminue les biomarqueurs de I'OS (Sharifi et
al.,2014 ; Ghaderi et al.,2017). La vitamine D peut réduire la concentration de MDA chez les
patients atteints de maladie hépatique non alcoolique (Sharifi et al.,2014). Une étude
précédente a montré que l'administration de 20 000 Ul de vitamine D3 a des femmes ageées,
diagnostiquées avec une insuffisance de vitamine D, augmentait les niveaux de TAC (Silva et
al.,2015). Cependant, les résultats sont contradictoires et certaines études n'ont pas indiqué
d'effets positifs ( Asemi et al.,2013 ; Yiu et al.,2013).
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V. Matériel et méthode

V.1 Population étudiée
Il s’agit d’une étude transversale de type descriptive, portant sur les taux de vitamine D chez
des diabétiques de type 2 connus, qui s’est déroulée au sein du laboratoire de biochimie du
CHU- de Béni Messous, ainsi qu’au niveau de laboratoire d’analyse de la station expérimental
de la faculté de sciences de la nature et de la vie université de Blida 1. Elle s’est étalée sur

une période de 2 mois (du 1 mars au 30 mai 2022).

V.2 Matériel
Durant ce travail, nous avons sélectionnés 24 sujets diabétiques de type 2, dont 14 femmes et
10 hommes avec un age compris entre 39 et 85 ans. Et 20 témoins en bonne santé, ne
présentant aucune pathologie.
Les informations et renseignements cliniques ou biologiques ont été obtenus par les réponses
des malades au questionnaire établi (annexe 1) a travers I’interrogatoire, tout en leur
expliquant l'objectif de I'étude et a demander leur consentement oral.

V.2.1 Criteres d’inclusion
Patients diagnostiqués avec DT2.

Hospitalisés ou consultés au niveau de service de médecines interne du CHU- de Béni

Messous.
V.2.2 Criteres d’exclusion
Patient Diabétiques de type 1.

Sujets souffrant de pathologies pouvant affecter le métabolisme de la vitamine D (problémes
de malabsorption, pathologies hépatiques ou rénales, hyperthyroidie et ’hyperparathyroidie

primaire).

Sujets traitées avec des médicaments interagissant avec le métabolisme de la vitamine D :

glucocorticostéroides, antiépileptiques, immunodépresseurs, antirétroviraux, antifongiques.

Patients ayant déja pris des compléments vitaminiques D par automédication avant le début
de I’étude ou les sujets qui sont sous traitement a base de vitamine D au cours de 1’étude sont

également exclus.
Femmes enceintes ou allaitantes.
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Durant la période de notre étude, 37 sujets se sont présentés aux laboratoires ayant fait 1’objet
de notre enquéte pour un dosage de la vitamine D. Cependant, 13 sujets ont été exclus de
I’étude : dont 1 femme enceinte, 2 sujets souffrant d’insuffisance rénale, 4 sujets atteints de
diabéte type 1, et 6 sujets ayant déja pris des suppléments en vitamine D. Notre population
comporte donc 24 sujets.

V.2.3 Elaboration du questionnaire

L’objectif de ce questionnaire, est de déterminer les facteurs génétiques et environnementaux
qui pourraient étre a I’origine de 1’apparition de la pathologie.

V.2.4 Fiche de renseignement individuelle

Cette étude est menée a 1’aide d’une fiche de renseignement individuelle préétablie a partir
des objectifs fixés concernant les patients diabétiques de type 2.Cette fiche se décline sous

forme de plusieurs volets, a savoir

Volet 1 : Identification qui traite des données sociodemographiques

Nom, prénom ;
Age, sexe ;
Taille (cm), Poids(Kg),IMC

Volet 2 : Antécédents médicaux du patient et traitements associés

Supplémentation en vitamine D.

Durée d’évolution du diabete.

Type de traitement du diabéte (ADO) (Insuline-ADO).
Pigmentation de la peau.

Exposition au soleil.

Maladies associées (HTA, dyslipidémie, maladie cardiaque).
Volet 3 : Renseignement clinique

Douleurs.
Fatigue.
Faiblesse musculaire.

Fracture.

Volet 4 : Facteurs de risques

33



- Antécédents familiaux (Diabéte, HTA, Dyslipidémie, AVC, IDM, maladies auto-

immune, insuffisance rénale).

V.3 Matériel biologique
V.3.1 Prélevement sanguin

Les prélévements sanguins sont réalisés le matin, au niveau des veines du pli du coude. Le
sang prélevé est recueilli sur des tubes héparines, EDTA. Tous les tubes sont étiquetés et

répertoriés de maniére précise, puis centrifugés a 3000 tours/ min pendant 15 min.

Le plasma est obtenu et est conservé pour le dosage des parametres biochimiques, et quelques

marqueurs du statut oxydant/antioxydant.
V.3.2 Matériel non biologique

J Solutions et réactifs (Annexe..)
o Appareillage (Annexe..)
o Verrerie et autres (Annexe..)

V.3.3 Description des automates
o Cobas 6000 Roche®

L’analyseur Cobas 6000 Roche® est un systeme contrélé par logiciel et entiérement
automatisé, destiné a la chimie clinique et aux analyses immunologiques. Il est congu pour les
déterminations quantitatives et qualitatives in vitro a I’aide de tests variés. Il comprend une
unité de controle, un convoyeur de racks cu 150 et deux modules d’analyses c501 et e601. Le

module concerné par notre étude est le c501.

V.4 Démarche expérimentale

V.4.1 Méthodes de dosage des parametres biochimiques
V.4.1.1 Dosage du glucose

Principe

Le dosage du glucose plasmatique est réalisé par une méthode enzymatique colorimétrique.
En présence de la glucose-oxydase, le glucose est oxydé en acide gluconique et peroxyde
d’hydrogene. Ce dernier, en présence de la peroxydase et du phénol, oxyde un chromogéne

(4-aminoantipyrine) incolore en un colorant rouge a structure quinoneimine.
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L’absorption est mesurée a 505 nm et Iintensité de la coloration est proportionnelle a la
concentration en glucose. L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la

concentration de glucose présent dans I'échantillon testé.
V.4.1.2 Dosage de ’urée

Principe
L'uréase catalyse I'némolyse de I'urée, présente dans I'échantillon, en ammoniac (NH3) et en
anhydride carbonique (CO2). Les ions ammonie réagis avec salicylate et hypoclorithe

(CIONA), en présence du catalyseur nitroprisuate, pour former un indophénol vert:

L'intensité de couleur formé est proportionnel a la concentration d'urée en le test a diminution
de la concentration de NAD"* dans la méthode est proportionnelle a la concentration d'uree

dans I'échantillon testé.
V.4.1.3 Dosage de la créatinine

Principe

Le dosage de la créatinine est base sur la réaction de cette molécule avec le picrate de sodium
selon la méethode décrite par Jaffée. La créatinine réagit avec le picrate alcalin en formant un
complexe de couleur rouge. L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la

concentration de la créatinine présente dans 1’échantillon testé.
V.4.1.4 Dosage des transaminases

Les transaminases (ou amino transférases) sont des enzymes hépatocytaires dont la fonction
est de catalyser des réactions de transfert d’un groupe aminé d’un acide alpha aminé a un
acide a-cétonique. Il existe 2 transaminases dont le coenzyme est la vitamine B6 (phosphate
de pyridoxal) AST et ALT.

L’évaluation quantitative des transaminases dans le sérum est réalisée en utilisant des Kits

selon les réactions suivantes :
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AST
a-Ketooglutarate + L-aspartate

Malate de enase
Oxaloacetate + NADH +H" Hydrog b

ALT

a-Ketoglutarate +L-alanine

Lactate dehydrogenase
Pyruvate + NADH + H' s >

Figure 11.Les réactions des transaminases

» L-glutamate + Oxaloacetate

L-malate +NAD *

» L- glutamate + pyruvate

L-lactate + NAD"

V.4.1.5 Dosage de la vitamine D

Le dosage de la vitamine D se fait avec la méthode de chimiluminescence (CMIA) par

Compétition. L’échantillon prétraité est combiné avec un diluant de dosage et des
microparticules paramagnétiques recouvertes d'anti-vitamine D pour créer un mélange
réactionnel. La vitamine D présente dans I'échantillon se lie aux microparticules recouvertes
d'anti-vitamine D. Aprés incubation, un complexe conjugué biotinylé marqué a la vitamine D
anti-Biotine acridinium est ajouté au mélange réactionnel et se lie aux sites de liaison
inoccupés des microparticules revétues d'anti-vitamine D. Aprés lavage, des solutions de preé-
déclenchement et de declenchement sont ajoutées au mélange réactionnel. La réaction
chimioluminescence résultante est mesurée en unités de lumiere relative. La concentration de

la vitamine D dans 1’échantillon est indirectement proportionnelle a la quantité de lumiere

détectée.
Principe du dosage* Lavage Lavage - & -{‘k
a®n d Y ) ® o
¢ o ' \-'k : Y -5 (P
" ’ " )'Y Activation Y)—
Phase Solide Echantillons/calibrateurs/contriles  Conjugueé
ANDCOrDS onocknral Sql\’! de

Facticules magnétiques coatées  Auto-anticorps spécfigues
aveC des Suto-anbgine

recombinams

‘s InGcation contrare S B notice d'utisation

Tarqué au DMAE Chimiluminescence

Figure 12.Principe de dosage par chimiluminescence.

Valeurs de références : Vitamine D : 30 - 40 ng/mL
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V.4.2 Méthodes de dosage des parameétres lipidiques
V.4.2.1 Dosage du cholestérol total
Principe

Le cholestérol total est dosé par une méthode enzymatique colorimétrique. La
cholestérolestérase (CE) hydrolyse les esters du cholestérol pour former du cholestérol libre et
des acides gras. Dans une réaction ultérieure catalysée par la cholestérol-oxydase le
cholestérol est transformé, en présence d’oxygéne, en cholesténe-4-one-3 avec formation
d’eau oxygénée : En présence de peroxydase, I’eau oxygénée formée réagit avec ’amino-4
phénazone (4-AAP) et le phénol avec formation d’un dérivé coloré rouge. L’intensité de la
coloration développée est directement proportionnelle a la concentration en cholestérol. Elle

est determinee par I’augmentation de 1’absorbance a 512 nm.
V.4.2.2 Dosage du HDL-cholesterol

Principe

Test colorimétrique enzymatique en phase homogéne. En présence de sulfate de magnésium,
le sulfate de dextran forme des complexes hydrosolubles avec les LDL, les VLDL et les
chylomicrons ; ces complexes sont résistants vis-a-vis d’enzymes modifiées par du PEG. La
concentration en cholestérol HDL est déterminée par voie enzymatique a 1’aide de
cholestérol-estérase et de cholestérol-oxydase modifiées par du PEG (env. 40% des groupes
aminés de ces enzymes sont couplés a du PEG). Sous I’action de la cholestérol-estérase
modifiée par le PEG, les esters du cholestérol des HDL sont scindés en cholestérol et en
acides gras. Dans une réaction ultérieure catalysée par la cholestérol-oxydase modifiée par le
PEG, le cholestérol est transformé, en présence d’oxygéne, en A4-cholesténone avec
formation d’eau oxygénée. Cette méthode directe de dosage du cholestérol HDL répond aux
objectifs de performance du NCEP (National Cholesterol Education Program, 1995) avec une
erreur analytique globale de 13%. L’intensité de la coloration développée est directement
proportionnelle a la concentration en cholestérol HDL. Elle est déterminée par I’augmentation

de I’absorbance a 583 nm.
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V.4.2.3 Détermination de lateneur de LDL-cholestérol

V.4.2.4 Principe

La détermination du LDL-cholestérol est majoritairement réalisée par la formule de
Friedewald dont les limites sont bien connues, car la méthode de référence par
ultracentrifugation est difficilement réalisable en routine de par sa durée de réalisation et

I’investissement technique important.

La concentration de LDL-Cholestérol (g/L) = CT- HDL cholestérol- TG/ 5
V.4.25 Dosage des triglycérides

Principe

Les triglycérides incubés avec de la lipoproteinlipase (LPL) liberent du glycérol et des acides
gras libres. Le glycérol est phosphorylé par du glycérophosphate déshydrogénase (GPO) et de
I'ATP en présence de glycérol kinase (GK) pour produire du glycerol-3- phosphate (G3P) et
de l'adénosine-5-di phosphate (ADP). Le G3P est alors transformé en dihydroxiacétone
phosphate (DAP) et en peroxyde d'hydrogéne (H202) par le GPO. Au final, le peroxyde
d'’hydrogéne (H202) réagit avec du 4-aminophénazone (4- AF) et du p- chlorophénol,
réaction catalysée par la peroxydase (POD), ce qui donne une couleur rouge.L'intensité de la
couleur formée est proportionnelle a la concentration de triglycérides présents dans

I'échantillon testé (Janssens, 2006).
V.4.3 Dosage des ionogrammes sanguin
V.4.3.1 Dosage de calcium

Le dosage se fait par une méthode manuelle ou automatique. Pour notre étude, on a utilisé

I’automate uniquement.
Méthode de calcium ARSENAZO automate

ELITech clinical systems calcium ARSENAZO est utilisé pour le dosage quantitatif in vitro

du calcium total dans les échantillons humains de sérum, plasma et urine.

Principe : En milieu neutre, le Ca* forme avec I’arsenazo Ill acide 2,7-(bis (2-
arsonophénylazo)) -1,8- dihydroxynaphtaléne-3,6-disulfonique+, un complexe bleu dont

I’absorbance est proportionnelle a la concentration en calcium total dans I’échantillon.
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v Réactif : Réactif R : tampon Mes, pH = 6.5 100mmol/L, ARSENAZO I11- 160 200pmol/L.
(ce réactif est prét a I’emploi).

v Echantillon : Sérum (ou plasma). Le calcium total dans le sérum est stable— a température
ambiante pendant 7 jours, a 2-8°C pendant 3 semaines et congelé a -20°C pendant 8 mois.

v' Automate : Associé avec un ordinateur qui contient un logiciel qui permet— de calculer et

d’afficher les résultats directement.
V.4.3.2 Dosage du phosphore

La méthode ELITech clinical systems phosphorus ARSENAZO est utilisée pour le dosage
quantitatif in vitro du phosphore inorganique dans les échantillons humains de sérum, plasma

et urine.
v Principe

Le phosphore inorganique est dosé suivant la réaction :

Phosphore Molybdate d’ammonium + acide sulfurijue —— phosphomolybdate
v' Matériel Réactifs (préts a I’emploi)

- Réactif R : acide sulfurique 210 mmol/L, molybdate d’ammonium 650 pmol/L.

- Standard (std): phosphore 5 mg/dL, 1.61mmol/L.

v Echantillon : sérum non hémolysé de patient a jeun de préférence.
v/ Automate : associé a un ordinateur qui contient un logiciel qui permet de calculer et

d’afficher les résultats directement.
V.4.3.23 Dosage de sodium

Le sodium est déterminé de maniére enzymatique par une activité de [-galactosidase
dépendante du sodium avec I'ONPG comme substrat. L'absorbance a 405 nm de l'ortho-

nitrophényle est proportionnelle a la concentration en sodium.

Ma*
ONPG -C-nitrophenyl + galactozse
B-galactosidase

ONPG = o-nitrophenyl -R-D-galactopiranose.
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Echantillon : Sérum, le sodium est stable pendant au moins 24 heures a température ambiante

et 2 semaines au réfrigérateur.
Protocole
1. Placer les réactifs et les échantillons a température ambiante.

2. Pipeter dans les tubes étiquetés:

TUBES Blanc Chantilldn CAL.
Reactif R1. 1.0 mL 1.0 mL 1.0mL
Echantillon - 40 pl -
CaAl Standard _ _ 40 pl
Reactif R2. 0.5 mL 0.5 mL 0.5mL

3. Mélanger, incuber pendant 1 minute a 37°C et Lire I'absorbance (A1) a 405 nm.
4. Mélanger, incuber pendant 2 minutes a 37°C et Lire I'absorbance (A2) a 405 nm.
VALEURS DE REFERENCE : 136-146 mmol/L

V.4.3.4 Dosage de potassium

Principe : Le potassium est déterminé de facon spectrophotométrique par un systeme de
dosage du couplage cinétique utilisant de la pyruvate kinase dépendante du potassium. La
pyruvate generée est convertie en lactate accompagnant une conversion d'analogue de NADH
en analogue de NAD. La diminution correspondante de la densité optique a 380 nm est
proportionnelle a la concentration en potassium dans le sérum.

Préparation des réactifs : Les réactifs sont fournis sous forme liquide préte a I'emploi.

Echantillon : Sérum clair non hémolysé, séparé immédiatement du coagulat.
Aucune manipulation particuliére et aucun prétraitement ne sont nécessaires.

Prélever les échantillons de facon a effectuer le test le plus rapidement possible et

dans les 5 jours apres le prélevement.
Protocole
1. Placer les réactifs et les échantillons a température ambiante.

2. Pipeter dans les tubes étiquetés:
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TUBES Blanc Echantillon CAL.

Reactif R1. 1,0 mL 1,0 mL 1,0mL
Echantillon - 25 pl -
CAL Standard - _ 25ul

3. Mélanger et laisser reposer les tubes 5 minute a 37°C.

4. Pipeter dans les tubes éetiquetés:

[Reactif Rz | 2sou | 2sow | 2sow |

5. Mélanger, incuber pendant 1 minutes a 37°C et Lire I'absorbance (A1) a 405 nm.
6. Mélanger, incuber pendant 3 minutes a 37°C et Lire I'absorbance (A2) a 405 nm.
VALEURS DE REFERENCE : 3.5t0 5.1 mM.

V.4.3.5 Dosage de clore

Principe : Les ions chlorure présents dans I'echantillon déplacent quantitativement le
thiocyanate du thiocyanate mercurique. L'ion thiocyanate libéré réagit avec I'ion ferrique en
formant un complexe rouge ferrique-thiocyanate proportionnel a la concentration de chlorure
présent dans I'échantillon.

Protocole
1- Amener les réactifs et les échantillons a température ambiante.

2- Pipeter dans des tubes a essai étiqueteés :

Cal.
TUBES Blank Sample Standard
R1.Reagent 1.0 mL 1.0 mL 1.0mL
Sample - 10 pL -
CAlL Standard _ _ 10 pl

3-Mélangez doucement par inversion une ou deux fois. Ne pas secouer ou remuer

vigoureusement.

4-Incuber le mélange pendant 5 ou 10 minutes a une température constante choisie entre 25 et
37°C.
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5-Lire l'absorbance (A) des échantillons et de I'étalon a 470 £ 10 nm par rapport au blanc de

réactif.

La couleur est stable pendant environ 2 heures, a température ambiante, a l'abri de la lumiere.
VALEUR DE REFERENCE : 100 et 110 mmol/l.

V.4.4 Evaluation du statut oxydant/antioxydant

V.4.4.1 Dosage de malondialdéhyde (MDA) :(Nourooz-Zadeh et al., 1996).

Principe

Le malondialdéhyde (MDA) plasmatique représente le marquer le plus utilisé en peroxydation
lipidique, notamment par la simplicité de la méthode de dosage. Apres traitement par I'acide a
chaud, les aldehydes réagissent avec I'acide thiobarbiturique (TBA) pour former un produit de
condensation chromogeénique consistant en 2 molécules de TBA et une molécule de MDA.
Mode opératoire

Le principe consiste a mettre 100 pl de plasma en présence de 100 pl de TBA 0,67% ; et de
500 pl de TCA 20% ; vortexer et incuber au bain-marie a 100°C pendant 20 min ; apres
centrifugation a 6000 t/min pendant 10 min ; on récupére le surnageant et on lit la DO au

spectrophotometre contre le blanc (H-O distillée) a 532 nm.

Expression des résultats

Calculer la concentration de MDA en utilisant le coefficient d’extinction &= 1,56. 10°
mol?.L.cm™. Par I’équation suivante :[Malondialdéhyde] en pmol/L=DO / €.l
DO:Densité optique

g:coefficient d'extinction

I: le trajet (longueur de la cuve) qu'est égale a 1cm.

V.4.4.1 Dosage de la vitamine C : (Jacota et Dani, 1982).

Principe

La vitamine C plasmatique est dosée selon la méthode de (Jacota et Dani ,1982)
Utilisant le réactif de Folin et une gamme d’acide ascorbique. Aprés précipitation des
protéines plasmatiques par I’acide trichloroacétique (10%) et centrifugation, le réactif de

Folin est ajouté au surnageant.
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La vitamine C présente dans le surnageant réduit le réactif de Folin donnant une coloration
jaune. L’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la concentration en vitamine
C a une longueur d’onde de 769 nm présente dans 1’échantillon.

Mode opératoire

X Pour la gamme étalon

o Pour chaque solution de la gamme, prendre 0.75 ml de la solution et ajouter 0.75 ml
d’eau distillée et 150 pl de Folin (1/10).

o Vortexer et incuber pendant 15 min a T° ambiante, puis lire les DO & 760 nm).

<> Pour les échantillons

1. 1 ml plasma + 0.5 ml de la solution TCA a 10%.

2. Vortexer, placer les tubes dans un bain a glace pendant 30 min.
3. Centrifuger a 3000 t/min pendant 10 min.

4. Prélever 0.75 ml du surnageant auxquels on ajoute 0.75 ml d’eau distillée et 150 pl de Folin
(1/10).

5. Vortexer et incuber pendant 15 min a T° ambiante ;

6. Lire la DO au spectrophotometre contre le blanc (H2O distillée) a 769 nm

b) Expression des résultats

La concentration de la vitamine c est déterminée a partir de la courbe d’étalon.

V.5 Analyse statistique
Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + erreur standard. Aprées analyse de la
variance, la comparaison des moyennes entre témoins et patients diabétique type 2 est réalisée
par le test « t » de Student pour les différents paramétres. Les différences sont considérées
significatives a * P < 0,05, tres significatives a ** P < 0,001 et hautement significatives a ***
P < 0,001. Des corrélations au sein de la méme population, sont effectuées entre la vitamine
D et les différents parametres étudiés, les corrélation sont réalisées par un logiciel XLSTAT et

Python (annexe).
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VI.  Resultats
VI.1 Interprétation des résultats
L’échantillonnage est constitué de 44 sujets, dont 24 sujets sont atteints du diabete de

type 2. Les résultats ont permis de faire les répartitions suivantes.

VI.1.1 Répartition des patients selon I’Age et le sexe
Dans notre échantillonnage, on a une prédominance du sexe féminin, avec un pourcentage de

58,3% pour les femmes et 41,7% pour les hommes (Figure 13).

Sexe

B Hommes

= Femmes

Figure 13. Pourcentage des patients selon le sexe.

La prévalence de la maladie du diabete type 2 est plus élevée chez les femmes (58.3%) que
les hommes (41.7%).En se basant sur la répartition par age des patients (Figure 14), nous
avons remarqué que les tranches d’age les plus touchées sont [59-69] ans, [69-79]ans avec
(24,98%,20,82%) chez les femmes ainsi que les hommes de 59 a 69 ans et de 79 a 89 ans avec
(12,51%).

Cependant, la prévalence de la maladie dans les tranches d'age [39-49],[49 - 59] et est
relativement faible, avec (8,32% ,0%) chez les femmes et (4,17% , 8,34%) respectivement

pour les hommes.
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Figure 14.Répartition des patients selon I’age et le sexe.

VI1.1.2 Répartition des patients selon I’évolution du diabéte
Cette répartition montre une prédominance féminine pour une durée d’évolution de 11-15ans,
la moyenne pour I’ancienneté du diabete de type 2 de notre population a été de 12,5 ans avec

une durée minimale de deux mois et maximale de 30ans (Figure 15).

I’évolution du diabéte

= Femmes

® Hommes

Effectif

5ans < 6-10ans 11-15ans > 16ans

Figure 15. Répartition des patients selon I’évolution du diabéte et sexe.
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VI1.1.3 Répartition des patients selon IMC

Selon les résultats de I’indice de masse corporelle IMC (Figure 16) nous constatons que les
patients les plus touchés par le DT2 sont obéses (IMC> 30)(45,83%) dont 16,68 % des
hommes et 29,15 % des femmes. Tandis que 29,16% des cas sont en surpoids (25 > IMC <30),

notamment 12,51% des hommes et 16,65% des femmes.

IMC

35 -
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25 -
20 ~

E Homme
15 -

Effectif
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IMC<25 25<IMC<30 IMC=30

Figure 16 : Répartition des patients selon IMC.

V1.1.4 Reépartition des patients selon la pigmentation de la peau
D’apres notre étude, nous constatons une prédominance féminine avec une peau blanche de

24,89% tandis que la peau mate prédomine chez les hommes avec 29,19% (Figure 17).

Pigmentation de la peau
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blanc(he) Mate brun(e-)

Figure 17 : Répartition des patients selon la pigmentation de la peau.
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VI1.1.5 Répartition des patients selon le traitement

Dans notre étude, 41,7 % des patients sont sous antidiabétiques oraux (ADO) notamment
33,31% des femmes et 8,43% des hommes, alors que 20,8% des patients suivent des
antidiabétiques oraux associés a des injections d’insuline dont 8,32% des femmes et 12,51%
des hommes, tandis que 16,7 % sont sous insuline avec 12,49% des femmes et 4,17% des

hommes, cependant une minorité des diabétiques qui ne suivent aucun traitement (Figurel7).

Les traitements

35

30
- 25
§ 20 ® Hommes
E 15 I Femmes
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Insuline Insuline-ADO Aucun

Figure 18 : Répartition des patients selon les traitements et le sexe.

V1.1.6 Reépartition des patients selon les pathologies associées

La grande majorité des patients diabétiques présente une prédominance de I’HTA, dont
41,64% des femmes sont hypertendus comparant aux hommes (29,19%), Notamment 12,49%
des femmes ont une cardiopathie tandis que 8,34% des hommes sont atteints, mais aussi sont
touchés par une dyslipidémie avec 8,34% et 4,16% chez les femmes. Cependant 20,83% des

sujets ne présente aucune pathologie dont 12,49% des femmes et 8,34% des hommes.

Pathologies associées

45
40 +—
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30 +——
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20 +— B Hommes
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10 +—

‘T B =i Sl

HTA M cardiaque dyslipedemie  Aucune

Effectifs

Figure 19 : Répartition des patients selon les pathologies associées.
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VI1.1.7 Répartition des patients selon les antécédents familiaux

Le facteur génétique représente I’'une des principales causes de la maladie du diabete type 2
D’apres la figure 20, les antécédents familiaux chez le sexe masculin avaient : le diabéte
(20,85%) I’HTA (12.51%), maladie auto-immune et dyslipidémie avec (4.17%).

Concernant le sexe féminin, les antécédents familiaux présentaient : le diabete (33,31%)
I’HTA (29.15%), maladie auto-immune (12.49%) et dyslipidémie (4.16%).
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Figure 20 : Répartition des patients selon les antécédents familiaux.

V1.1.8 Reépartition des patients selon les renseignements cliniques
Selon notre étude, toute la population présente une fatigue (100%) avec une prédominance
chez les femmes 58,3% en revanche 41,66% souffrent des douleurs et de faiblesse musculaire

(33,33%), cependant une minorité des femmes présentent des fractures (8,32%) (Figure 21).

Renseignement cliniques
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Figure 21 : Répartition des patients selon les renseignements cliniques.
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V1.2 Parametres biochimiques plasmatiques chez les témoins et les diabétiques
VI1.2.1 Teneurs plasmatiques en glucose chez les diabétiques et les témoins (Figure 22)
Nous rappelons que le taux normal de la glycémie est limité entre 0,70g/L -1,10g/L.
La figure 22 montre que la valeur moyenne de la glycémie chez les diabétiques est de (1,69 +
0,48) g/L, par contre chez les témoins, elle est de (0,92 + 0,15)g/L. Donc comparativement
aux sujets témoins, les diabétiques de type 2 présentent une hyperglycémie, et il existe une
différence hautement significative chez les diabétiques de type2 comparés a leurs témoins
sains (p<0,001**).
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Figure 22 : Valeurs moyennes de glucose chez les diabétiques de type 2 et les témoins.

VI1.2.2 Teneurs plasmatiques en cholestérol total chez les diabétiques et les témoins
(Figure 23)

Nous rappelons que le taux normal du cholestérol total est varié entre 1,40- 2,20 g/L.

D’apres les résultats représentés par la figure 23, nous constatons que le taux moyen de
cholestérol total est élevé chez les diabétiques par rapport aux témoins avec des valeurs
(1.97+0.58) g/L et (1.66+0.3) g/L. Donc comparativement aux sujets témoins, les diabétiques
de type 2 présentent une hypercholestérolémie, et il existe une différence significative entre

les diabétiques de type 2 et les témoins sains (P<0,05%).
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Figure 23 : Valeurs moyennes du cholestérol total chez les diabétiques de type 2 et les

témoins.

VI1.2.3 Teneurs plasmatiques en cholestérol-HDL chez les diabétiques et les témoins
(Figure 24)

Nous rappelons que le taux normal de cholestérol-HDL est >0,40 g/L.

La comparaison entre les témoins sains et les diabétiques de type 2 représentés par la
Figure24, n’a montré aucune différence significative (P >0.05) du taux de cholestérol-HDL

chez les diabétiques (0,43£0,12) g/L par rapport aux témoins (0,5£0,14) g/L.
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Figure 24 : Valeurs moyennes du HDL-c chez les diabétiques de type 2 et les témoins.
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V1.24 Teneurs plasmatiques en cholestérol-LDL chez les diabétiques et les témoins
(Figure 25)

Nous rappelons que le taux normal de cholestérol-LDL est <1,60 g/L.

D’aprés les résultats présentés par la figure 15, nous remarquons que le taux de C-LDL chez
les diabétiques est de (1,31+0,38) g/L, contre (1,03+£0,29) g/L pour les témoins (Figure 25),
donc il y a une différence significative (P<0,05%*) entre les diabétiques de type 2 et les témoins

sains.
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Figure 25 : Valeurs moyennes du LDLc chez les diabétiques de type 2 et les témoins.

V1.2.5 Teneurs plasmatiques en triglycérides chez les diabétiques et les témoins (Figure
26)

Nous rappelons que le taux normal des triglycérides est limité entre 0,60 g/L -1,60 g/L.

Les résultats de la figure 26 montre que la triglycéridémie est significativement élevée
(***P<0.001) entre les diabétiques de type 2 par rapport aux sujets sains (1,45+0,53) g/L
contre (0,95+0,34) g/L respectivement, Donc comparativement aux sujets témoins, les

diabétiques de type 2 présentent un hypertriglycéridémie.
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Figure 26 : Valeurs moyennes du Triglycérides chez les diabétiques de type 2et les

témoins.

VI1.2.6 Teneurs plasmatiques en urée chez les diabétiques et les témoins (Figure 27)

Nous rappelons que le taux normal de I’urée est limité entre 0,15 g/L -0,50 g/L.

La figure 27 montre une augmentation significative (P<0,01**) de la valeur moyenne de
I'urée chez les diabétiques (0.48+0.21g/L ) par apport aux personnes témoins (0.32+0.1g/L).
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Figure 27 : Valeurs moyennes du Triglycérides chez les diabétiques de type 2et les

témoins.

VI1.2.7 Teneurs plasmatiques en créatinine chez les diabétiques et les témoins (Figure 28)
Nous rappelons que le taux normal de la créatinémie est limité entre 7 mg/L -14 mg/L.
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La figure 28 montre une augmentation significative en créatinine (P<0,05*) chez les
diabétiques (11,95+3,69) mg /L par apport a leurs témoins (9,7+2,05) mg/L..
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Figure 28 : Valeurs moyennes du créatinine chez les diabétiques de type 2et les témoins.

VI1.2.8 Teneurs plasmatiques en transaminases ASAT chez les diabétiques et les témoins
(Figure 29)

Nous rappelons que le taux normal des transaminases ASAT est inférieur a 41 u/L.

La figure 29 montre que la valeur moyenne des transaminases ASAT chez les diabétiques est
de (26 ,72+7,24) u/L, et chez les témoins (27,55£5,99) u/L. Donc comparativement aux sujets
témoins, les diabétiques de type 2 présentent un taux élevé de I’ASAT, mais il n’existe pas

une différence significative entre les diabétiques de type 2 et les témoins sains (P>0.05).
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m Témoins
H Patients

Témoins Patients

Figure 29 : Valeurs moyennes du ASAT chez les diabétiques de type 2et les témoins.
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V1.2.9 Teneurs plasmatiques en transaminases ALAT chez les diabétiques et les témoins
(Figure 30)

Nous rappelons que le taux normal des transaminases ALAT est inférieur a 41 u /L.

La figure 30 montre que la valeur moyenne des transaminases ALAT chez les diabétiques est
de (25,02+8,88) u/L, contre les témoins (26,85+4,93) u/L. Donc comparativement aux sujets
témoins, les diabétiques de type 2 présentent un taux diminué d’ALAT, mais il n’existe pas

une différence significative entre les diabétiques de type 2 et les témoins sains (P>0,05).
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Figure 30 : Valeurs moyennes du ALAT chez les diabétiques de type 2et les témoins.

V1.2.10 Statut vitaminique D selon les taux sanguins en vitamine D chez les diabétiques
Notre population présente un taux moyen de vitamine D (26.32+14,04 ng/ml) avec un
maximum de 57,85 ng/ml et un minimum de 9 ng/ml (Figure 31).

Notamment 37,5% des sujets présentent un taux souhaitable de la 250HD (>30 ng/ml) dont
20,82% des femmes et 16,68% des hommes, tandis que 54,16% ont une insuffisance de la
250HD compris entre 10 et 30ng/ml (29,15% des femmes et 25,02% des hommes), alors que
seulement 8,33% présentent une carence en vitamine D avec une prédominance féminine
(Figure 32).
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Figure 31 : Statut vitaminique D selon les taux sanguins en vitamine D.
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Figure 32 : Statut vitaminique D selon les taux sanguins en vitamine D selon le sexe.

V1.3 Taux d’ionogramme Sanguins chez les diabétiques
La majorité des sujets inclus dans 1’étude avait une calcémie, phosphorémie, potassium,
sodium et clore normal avec des concentrations compris entre (81-104mg/l, 25-46mg/ 3,6-5
mmol/l, 1, 136-145mg/l, 98-107 mmol/L) respectivement (Figure 33).
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Figure 33 : Répartition des patients selon le taux d’ionogramme sanguin.

V1.4 Les parametres de stress oxydant

VI1.4.1 Teneurs plasmatiques en Malondialdéhyde (MDA) chez les témoins et les
diabétiques type 2

Comme le montre la figure 33, nous constatons que les teneurs en MDA plasmatiques
montrent une augmentation trés significative chez les diabétique de type 2 (2.27+0.63)
comparés a leurs témoins (1.7+0.45).
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Figure 34 : Teneurs plasmatiques en MDA chez les témoins et les diabétiques type 2.

VI1.4.2 Teneurs plasmatiques en vitamines C chez les témoins et les diabétiques type 2
Concernant les teneurs en vitamine C, les résultats montrent une diminution hautement

significative chez les patients diabétiques comparés aux témoins (Figure 35)
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Figure 35 : Teneurs plasmatiques en vitamines C chez les témoins et les DT2.
1.1 La relation entre statut vitaminique D et les différents parametres
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Figure 36 : Matrice de corrélation des différents paramétres biochimiques du stress oxydants et

quelques ions réalisés par logiciel python.
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11.1.1 La relation entre statut vitaminique D et les différents paramétres biochimiques
(Figures 36)

Comme la figure 36 , il n’y a pas de corrélation statistiquement significative entres les taux
sériques en vitamine D et les différents parametres biologiques (p>0.05) & savoir la glycémie
a jeun, le profil lipidique (CT, TG, HDL-c, LDL-c), créatinine, ALAT et ASAT. Toutefois, on
note une corrélation négative (r= -0.44) et significative (p=0.034) entre la vitamine D et

[Purée.

Une légére corrélation négative non significative a été trouvée entre le 25(OH) D plasmatique
et la glycémie (19%), le cholestérol (12%), et la créatinine (17%), tandis qu’une trés faible
corrélation négative non significative a été détectée entre le 25(OH) D plasmatique, les
triglycérides (8%) et LDL (7%).

En revanche une légere corrélation positive non significative est trouvée entre 25(0OH) D
plasmatique et ’HDL-c (27%), ASAT (15%) ainsi qu’avec ALAT (32%).

11.1.2 La relation entre statut vitaminique D et les différents paramétres d’ionogramme
sanguin, MDA et vitamine C (Figure 36)

Une forte corrélation négative non significative trouvée entre 25(OH) D plasmatique et le
sodium (60%), le calcium (56%) et le phosphore (55%), tant dis qu’une légére corrélation
positive non significative avec le potassium (22%) et la vitamine C (26%). En revanche une
correlation négative non significative avec le chlore (30%). Cependant une tres faible
correlation détectée entre le statut vitaminique D et MDA (Figure 36).

VI1.5.3 La comparaison de Hypovitaminose D et différents parametres biologiques chez

les patients diabétique

La comparaison des moyennes des différents parameétres biologiques entre les patients
carencés et ceux non carencés en vitamine D, montre qu’il n’y a pas de différence
significative (P>0.05) entre le statut en vitamine D et la glycémie, le bilan lipidique, la
créatinine, quelque éléments des ionogrammes (potassium, sodium, chlore) et les parametres
de stress oxydant. Cependant, il existe une différence significative entre le 25(OH)D et le

calcium, phosphore et 1'urée (P<0.05).
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Tableau 111 : Comparaison des moyennes des difféerents parametres biologiques entre les

patients carencés et ceux non carencés en vitamine D

DT2
Carencés+insuffisance | Non carencés P
Glycémie 1,76%0,59 1,57+0,17 0,358
CT 2,03+0,53 1,868+0,675 0,500
TG 1,50+0,56 1,384+0,499 0,599
HDLc 0,42+0,08 0,46+0,17 0,454
LDLc 1,38+0,34 1,2040,44 0,306
ASAT 26,60+7,32 26,91+7,54 0,923
ALAT 23%6,55 28,38+7,44 0,154
Urée 0,54+0,22 0,36+0,162 0,05*
Créatinine 12,15+3,15 11,57+4,79 0,746
MDA 2,24+0,68 2,37+0,56 0,667
Vitamine C 8,96+3,54 10,42+3,18 0,395
Calcium 88,4+2,14 83,27+4,44 0,02*
Phosphore 34,13+6,93 40,757,64 0,04 *
Potassium 4,53+0,96 4,52+1,14 0,987
Sodium 136+3,72 135,57+2,81 0,497
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Clore

103,04+4,91

101,14+4,75

0,414
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V1. Discussion des résultats
A la lumiére des données épidémiologiques concordantes qui rapportent une relation entre la
vitamine D,le DT2 et le stress oxydant, nous avons réalisé cette étude portant sur le statut en
vitamine D chez une population de 24 sujets diabétiques de type 2 connus et consultant au
sein de I’hopital CHU de Beni Messous. Les résultats retrouves a partir de notre travail ont été
comparés aux différentes études.

> Facteurs de risque de diabete type 2
Dans notre étude, la sex-ratio est : (M/F= 10/14=0,714), cette valeur ne va pas dans le méme
sens que 1’étude réalisée a Cote d’Ivoire par Lokrou et Diallo (2010), dont la sex-ratio obtenu
était de 1.44.

Notre étude a révélé que les femmes étaient plus touchées par le diabéte de type 2 que les
hommes. Ces résultats étaient similaires a ceux de I'étude de Debrah et al. (2020) qui ont
trouvé une prédominance féminine. Cela pourrait s’expliquer par la régularité des
consultations médicales chez les femmes, alors que les hommes sont plus négligeant et
insouciant. Cette évidence suscitée, ne peut pas masquer I’influence des hormones
stéroidiennes sexuelles sur la répartition des masses adipeuses et plus souvent sur la
sensibilité a I’insuline qui survient avec la ménopause chez les femmes, et également par la

prise de poids (Debrah et al.,2020)

» En se basant sur la répartition des patients selon 1’dge, nous avons remarqué que le DT2 est
plus fréquent chez la population ayant un dge compris entre [40-70]. Ces résultats sont en
accord avec ceux de Yanling et al., 2014 qui montrent que la majorité des patients DT2 sont
agés de 45 a 64 ans, et la prévalence du DT2 augmentait avec I'age avant 80 ans. Ce résultat
est due a une ¢lévation progressive de la glycémie au fur et a mesure que 1’age avance. En
effet, plusieurs anomalies peuvent survenir avec I’age tels que : une défaillance des
récepteurs de I’'insuline ainsi que de la réponse post-récepteur ; une irrégularité de transport
intracellulaire du glucose par I’insuline ; une anomalie de 1’expression du gene transporteur
du glucose. L’ensemble de ces anomalies ont pour effet I’apoptose des cellules B
pancréatiques. En outre, nos résultats sont conformes a ceux obtenus par d’autres études

(Kamoun et Hajem, 2012).

» Plusieurs études épidémiologiques indiquent que I'IMC est un facteur causal de diabéte type
2. Nos résultats démontrent que la pluparts des patients ont un IMC > 30 surtout les femmes.

Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de Azouz et al. (2015) qui ont trouvé que
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I’IMC moyen est de 29.36kg/m? en raison d’une prise de poids et d’absence de 1’activité

physique.

> L'augmentation de la prévalence de l'obésité a entrainé une augmentation de l'incidence et de
la prévalence du diabéte de type 2. Des études épidémiologiques ont rapporté une forte relation
entre l'obésité et le risque de développer un diabete de type 2. Pour chaque kilogramme
d'augmentation de poids corporel, le risque de développer un diabéte de type 2 augmenterait
de 9 % (Oluwafemi, 2019).

> Le teint clair constituait un facteur protecteur contre la carence en vitamine D. Dans notre
étude li représente 33,23% de la population étudiée, tandis que 16,66% des patients ont une
peau foncé. Les personnes ayant une teneur plus élevée en mélanine dans leur peau ont besoin
d’une plus grande exposition aux rayons UV pour synthétiser la méme quantité de vitamine
D3 que les personnes moins pigmentées (Correia et al,.2014 ;Palacios et al,.2014).

»Webb et al. (2018) ont montré que les personnes ayant une peau brune avaient besoin
d’environ 25 minutes d’exposition solaire quotidienne a midi pour avoir des taux sériques en
vitamine D adéquats, soit plus longtemps que celles ayant une peau plus claire (Webb et
al,.2018). En outre, le port de vétement couvrant constitue un facteur de risque majeur
d’hypovitaminose D. Ceci s’explique par la prédominance féminine de notre population
(37%). En effet, le port de voile et les habitudes culturelles favorisent la diminution de

I’exposition solaire (Lang, 2013) .

» La plupart des patients de notre étude ont des pathologies associés a leurs DT2. Selon (Chen
et al.,, 2011), les patients atteints de DT2 sont plus sensibles aux différentes formes de
complications a court et a long terme. Les complications comprennent les maladies macro
vasculaires (hypertension artérielle, maladie auto-immune, insuffisance rénale, AVC, IDM),
et les maladies micro vasculaires (rétinopathie, néphropathie et neuropathie) et les cancers.
Notre étude montre que ’hypertension artérielle est la complication la plus fréquente chez les
diabétiques, 65.32% des malades sont hypertendus, ce résultat s’accorde a celui obtenu dans
I’étude de (Biadet al., 2016),qui a trouvé que 66,7 % des patients diabétiques ont une
hypertension artérielle au diagnostic du diabete. L’hypertension artérielle représente une

comorbidité trés fréquente, touchant de 20% a 60% des diabétiques (Racine, 2003).
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» Le facteur génétique est un facteur prépondérant dans I’apparition de DT2. Nos résultats
montrent que la majorité des patients atteints de DT2 ont des antécédents familiaux de diabete
de 50% avec une prévalence féminine (33.31%) que les hommes (20.85%). Il est parfaitement
établi que les facteurs psychologiques, génétiques et environnementaux interviennent dans
I’initiation, le développement et ’expression clinique des maladies qui y sont aujourd’hui les
plus répandues (cancers, maladies cardiovasculaires, obésité, diabéte et ostéoporose...)
(Boukli, 2007 ; Berrouiguet et al., 2011).

> En se basent sur le type de traitement, nous avons remarqué que la majorité de nos patients
prennent des antidiabétiques oraux (41,7%) contrairement aux résultats obtenus par Faraoun
et al. (2015) , qu’ils ont trouvé que 57,97% des patients était sous insuline seule. Par ailleurs
une minorité de nos sujets sont sous insuline ou bien associés a des antidiabétiques oraux ce
qui différe de I’étude de Michael Dansinger, (2019) qui suggére que la majorité des patients
DT2 ont recours a I’insulinothérapie parce que d’autres médicaments ne suffisent pas a
contréler leur glycémie dans une fourchette saine. La prévalence de complication augmente
avec I’ancienneté de diabéte, selon notre étude 26,92% des patients qui présente un diabéte
ancien depuis plus que 10 ans sont atteints de plusieurs complications. Ce résultat s’accorde
avec celui obtenu par Sayad et al. (2010) au Maroc.

> Altération de parameétres biochimiques et de stress oxydant

» La deuxiéme partie de notre travail de recherche s’intéresse aux altérations métaboliques. Une
des complications évidentes de DT2, I’hyperglycémie. Nos résultats montrent que la majorité
des patients interroger présente une hyperglycémie, qui est une complication du diabéte type 2
provogquée par un déséquilibre alimentaire, des situations de stress ou encore par des
médicaments hyperglycémiant. Ce résultats est on accord avec les résultats de Camara,

(2014) qui a trouve une hyperglycémie chez 93,75% des diabétiques.

> La dyslipidémie est un facteur de risque majeur chez les patients ayant un diabéte de type 2,
elle s'ajoute aux autres facteurs de risque inhérents au DT2. Dans notre étude, 45,83% des
DT2 ont un taux élevé de cholestérol et/ou triglycérides. Selon Rydén et al. (2013), les
diabétiques de type 2 présentent des anomalies quantitatives et qualitatives des lipides
plasmatiques : augmentation de cholestérol, augmentation modérée du taux de triglycérides

(TG) a cause de l'augmentation du tour de taille du patient qui entrainent un
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dysfonctionnement des cellules béta inhibant la sécrétion d'insuline et par conséquent le
diabéte de type 2. De plus, plusieurs études ont montré que l'obésité est une cause principale
d’un métabolisme lipidique anormal prédisposant les individus au développement du diabéte
de type 2 (Shoelson et al., 2006).Cependant, certaines études notamment celle de Bonnet,
(2013) montre que Iaugmentation des TG chez les diabétiques de type 2 est le reflet d’une
insulinorésistance avec une augmentation de la sécrétion hépatique des lipoprotéines de trés

faible densité (verylow- densitylipoproteins, VLDL).

> La fonction rénale est souvent affectée chez les diabétiques de type 2.Les résultats de notre
étude estiment que presque 46 % des DT2 ont des taux supérieur a la normal de créatinine et
d'urée sanguine. Plus la fonction rénale est altérée, plus I'urée s’accumule dans le sang et
devient un facteur toxique (Suchitra et al., 2011). Ces résultats concordent avec les
recherches menées par Fadheelah et al. (2020) qui ont remarqué des taux élevés d'urée et de
créatinine sérique chez les diabétiques de type 2 indiquent des Iésions rénales progressives et
sont révéles que I'hyperglycémie est la principale cause de Iésions rénales progressives mais
aussi selon National Kidney Foundation, le diabéte peut endommager les vaisseaux sanguins

des reins entrainant un disfonctionnement rénal.

» L’aspartate amino-transférase (AST) et ’alanine amino-transférase (ALT) sont des marqueurs
importants du fonctionnement hépatique. De plus, I’activité de ces transaminases est altérée
au cours du diabete de type 2 (Abdollahi et al., 2010). Au cours du diabete de type 2, les
augmentations de transaminases sont tres fréquentes et elles sont souvent attribuées a une
infiltration lipidique au niveau du foie (Gouri et al.,, 2012). Cependant, nos résultats ne
présentent aucune différence significative entre les témoins et les diabétiques, ceci est peut-

étre en faveur d’une fonction hépatique normale.

» Concernant statut oxydant/antioxydant, la mesure des produits de peroxydation lipidique peut
refléter le degré de stress oxydatif d’un individu. La mesure des produits de peroxydation
lipidique peut refléter le degré de stress oxydatif d’un individu. D'autre part, la mesure des
radicaux libres est difficile en raison de leur réactivité élevée, de leur demi-vie extrémement
courte et de leur tres faible concentration. C'est pourquoi des marqueurs indirects sont utilisés
pour évaluer les produits secondaires de la peroxydation lipidique, comme la réaction des
aldéhydes (MDA) avec l'acide thiobarbiturique (TBAR) (Guichardant et al., 2006).
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Nos résultats montrent une augmentation tres significative en MDA chez les DT2 par rapport
aux témoins. ceci concorde avec ceux de Savu et al. (2012). Le MDA résulte de I’attaque
oxydative des acides gras polyinsaturés. Son augmentation témoigne d’une peroxydation
lipidique importante chez les DT2 (Nakhjavani et al, 2010).

» L'acide ascorbique ou vitamine C, est un antioxydant plasmatique hydrosoluble. C'est un
excellent piégeur des ROS, il peut facilement céder un électron a quasiment tous les radicaux
libres. De plus, l'ascorbate participe a la régénération de la vitamine E afin de prévenir
l'oxydation des lipides présents dans les membranes biologiques. Cette vitamine est tres
fragile en solution, détruite par la chaleur, le contact a I’air et I’exposition a la lumiére ; elle
ne peut étre apportée que par des aliments frais (Baudin, 2020). Nos résultats montrent que
par rapport au groupe témoin, la vitamine C des patients atteints de diabéte type 2 est
significativement plus faible. Ces résultats sont cohérents avec ceux trouvés par Suchitra et
al. (2011) qui ont montré une diminution de la vitamine C chez une population atteinte de
DT2. Ceci est en faveur d'une réduction des defenses antioxydants chez les malades, et peut
étre le résultat d'un faible apport de cette vitamine en raison d'une tres faible consommation de

fruits et legumes.

> Les résultats des dosages d’ionogrammes Sanguins montrent des concentrations sériques
normales de la calcémie, phosphorémie, sodium et clore chez la majorité des sujets méme
ceux ayant une insuffisance ou une carence en vitamine D. En effet, plusieurs études ont
montré que les examens biologiques de routine, comme la calcémie, la phosphorémie,
n’étaient pas de bons marqueurs prédictifs d’hypovitaminose D (Lai et al., 2017)

» Statut vitaminique D et les différents parametres biochimiques

La plupart des recherches réalisees a ce jour rapportent la haute prévalence de
I’hypovitaminose D chez les diabétiques de type 2. Dans notre population, le taux moyen de
la 250HD est de 26,32 + 14,05 ng/mL, 54,16% de nos patients présentent une insuffisance en
vitamine D < 30 ng/ml et 8,33% ont une carence < 10 ng/ml ce qui rejoint d’autres études.
En effet, Zoppini, (2014) a montré dans une étude intéressant 715 patients diabétiques de
type 2, que plus des 2/3, soit 75,4 % des patients, avaient un taux de vitamine D inférieur a 30
ng/ml, tandis qu’une carence en 25 (OH) D< 20 ng /ml a été retrouvée dans 36,6%.
Cependant, dans 1’étude de Safi et al. (2015), la valeur moyenne de la 250HD est de 10,95 +

6,99 ng/ ml et 98,1 % des patients présentent un déficit ou une carence en vitamine D. D’autre
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part, dans une étude tunisienne de Oueslati et al. (2015) le taux moyen de vitamine D était

de 9,31+7,7 et 88% des patients présentaient une vitamine D basse

Nos résultats ne montrent qu’il n’y a pas de corrélation significative entres les taux sériques
en vitamine D et les différents paramétres biologiques (p>0.05) a savoir la glycémie a jeun, le
profil lipidique (CT, TG, HDL-c, LDL-c), creatinine, ALAT et ASAT. Toutefois, on note une
corrélation negative (r= -0.44) et significative (p=0.034) entre la vitamine D et I'urée.
Nos résultats est en désaccord avec les études menees par Yu et al. (2012) chez une
population coréenne ou ils ont eu une corrélation négative et significative entre la vitamine
Det la glycémie. Par contre, ’étude de Oueslati et al. (2015) en Tunisie et de Safi et al.
(2015) au Maroc, n’ont pas trouvé une corrélation entre le statut vitaminique D et la
glycémie.

Egalement, notre étude concorde avec celle de Sadiya et al. (2014), ou les résultats indiquent
qu'il existe une corrélation négative entre la vitamine D et le CT, les TG, le LDL-c et une
correlation positive avec le HDL-c. Alors que, Abdessalem et al. (2018) en Tunisie ont
trouvé une corrélation négative avec les taux du HDL-c. Cependant, ’étude marocaine de
Safi et al. (2015) et celle de Yilmaz et al. (2012) en Turquie n’ont pas trouver une différence

significative entre le bilan lipidique et le statut vitaminique D.

De méme, nos résultats sont en accord avec ceux de Xie et al. (2019) et Yu et al. (2015) qui
ont pu mettre en évidence une corrélation significative entre la vitamine D et le bilan rénal,
d’autre part Safi et al. (2014) et Zoppini et al. (2015) démontrent 1’absence de corrélation
entre le bilan rénal et le 250HD.

Nos résultats montrent une forte corrélation négative trouvée entre 25(0OH) D plasmatique et
le sodium (60%), le calcium (56%) et le phosphore (55%), tant dis qu'une légere corrélation
positive avec le potassium (22%) et la vitamine C (26%). En revanche une corrélation
négative non significative avec le chlore (30%). Cependant une trés faible corrélation

détectée entre le statut vitaminique D et MDA

Peu de travaux ont étudié la corrélation entre les taux de vitamine D et la calcemie et la
phosphatémie. Dans le ndtre, on n’a pas trouvé de corrélation significative entre le statut
vitaminique D et ces deux paramétres. Nos résultats vont dans le sens contraire de I’étude Yu
et al. (2015) ainsi que Lee et al. (2012) et Saedisomeolia et al. (2014). par contre, 1’étude de

Sadiya et al. (2014) aux UAE, ont trouvé une corrélation positive et significative.
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VIl . Conclusion

Le diabéte de type 2 (DT2) est la forme de diabete la plus courante qui constitue une crise de
santé publique qui menace notre pays. Plusieurs facteurs de risque peuvent déclencher ou
influencer sur le développement de DT2 . Parmi les principaux résultats de cette étude, on
peut tout d’abord mentionner une identification des facteurs de risque de DT2, caractérises
principalement par une obésité, hypertension artérielle, hyperglycémie, une dyslipidémie,

antécédents familiaux....

Nos résultats révelent que les sujets atteints du DT2, présentent des perturbations
métaboliques caractérisés principalement par une hypercholestérolémie et une
hypertriglycéridémie. Ces perturbations jouent un rdle important dans I’apparition de la
maladie. Ceci confirme I’impact des parametres biochimiques et lipidiques dans le diagnostic
de DT2. Le controle de ces parametres pourra contribuer a améliorer la strategie

d’intervention et les activités de lutte contre la maladie.

Concernant le statu redox, nos résultats montrent que les patients diabétiques présentent un
stress oxydant intense, via I’accumulation des produits de peroxydation lipidiques
(malondiadéhyde) parallelement a une baisse des capacites de défenses antioxydantes
(Vitamine C). Nos résultats montrent un deséquilibre de la balance oxydants/antioxydants en
faveurs des premiers, témoignant d’un état de stress oxydant, mécanisme clé dans la

physiopathologie de diabéte type 2.

La vitamine D occupe une place prépondérante dans les publications scientifiques, c’est le
nutriment de la décennie par excellence comme en témoigne le nombre trés important de
publications récentes sur le sujet. Tout déficit ou insuffisance en vitamine D peut avoir de

nombreuses conséquences lourdes qui sont a 1’origine de plusieurs pathologies.

Notre population présente un taux moyen de vitamine D (26.32+14,04 ng/ml) avec un
maximum de 57,85 ng/ml et un minimum de 9 ng/ml. Notamment, 37,5% des sujets
présentent un taux souhaitable de la 250HD (>30 ng/ml), tandis que 54,16% ont une
insuffisance de la 250HD compris entre 10 et 30ng/ml, alors que seulement 8,33% présentent

une carence en vitamine D avec une prédominance féminine.

Les données recueillies de cette étude ont permis de mettre en évidence des corrélations entre
la vitamine D et les différents paramétres étudiés. En ce qui concerne les parametres

biologiques, notamment, 1’équilibre glycémique, le profil lipidique, ionogrammes sanguins,

67



la fonction rénale et les marqueurs de stress oxydant, aucune corrélation significative avec les
taux de la 250HD n’a été retrouvée, cependant, une relation entre ces parametres ne peut étre
écartée comme I’ont démontrée plusieurs autres études portant sur de plus grands
échantillons. Toutefois, une corrélation négative et significative a été retrouvée avec les taux

sanguins de I’urée.

Les résultats de cette étude ne peuvent pas étre généralisés sur toute la population. Par
conséquent, des ¢tudes d’intervention randomisées de grande envergure restent a entreprendre
pour démontrer avec certitude le role I’hypovitaminose D dans la survenue du diabéte de type
2 et des mesures de sensibilisation et de prévention chez cette population devraient étre

menées.
En perspective, nous proposons :

-D’¢largir I’échantillonnage des patients ainsi que de la population témoin afin d’appuyer nos

résultats quant a I’implication de la vitamine D dans le DT2.
-Explorer I’implication de la vitamine D dans d’autres pathologies a caractére métabolique.

-Doser d’autres parameétres de stress oxydant comme les enzymes antioxydantes (catalase,

superoxyde dismutase ).
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Annexes
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Laboratoire central de biologie, Unité de biochimie DATE ../ ...
Fiche de renseignement

1. Identité du patient Chef de service Pr D.YALA

N d’enregistrement & ......o.ovvivriinieieinteriee e eiinaennanans

NOM & i,

Prénom @ ..o
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I:I Insuline I:I ADO I:I Insuline- ADO
e Vitamine D I:I

O AT S ottt

e Pigmentation de la peau :
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Goitre;

HTA: I:I Dyslipidémie : I:I Maladie cardiaque : I:I

Insuffisance rénale: I:I Pied diabétique : I:I

racture

Douleurs I:I Fatigue |:|faiblesse musculaire f

dautres ...

Diabéte I:I Maladies auto-immune I:I Dyslipidémie I:I Accident vasculaire

cérébrale AVC I:I HTA I:I IDM Infarctus de Myocardel:l Insuffisance rénale I:I
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Tableau IV : Répartition des patients selon le sexe :

Hommes Femmes
Nombre 10 14
Pourcentage % 41,7 58,3

Tableau V : Répartition des patients selon I’Age :

Age Nombre Pourcentage %
[19 - 39] 1 4
[39 - 49] 2 8
[49 - 59] 2 12
[59 - 69] 9 36
[69 - 79] 6 24
[79 - 89] 4 16
Tableau VI : Répartition des patients selon ’Age et le sexe :
Age Hommes 10 Femmes 14
[39 - 49] 4,17 1 8,32 2
[49 - 59] 8,34 2 0 0
[59 - 69] 12,51 3 24,98 6
[69 - 79] 4,17 1 20,82 5
[79 - 89] 12,51 3 4,16 1
Tableau VII : Répartition des patients selon ’IMC :
Indice de masse corporelle(IMC) IMC<25 25<IMC<30 IMC=30
Homme Effectif 3 3 4
Pourcentage % 12,51 12,51 16,68
Femme Effectif 3 4 7
Pourcentage % 12,49 16,65 29,15
Tableau VIII : Répartition des patients selon les traitements :
Traitement Insuline ADO Insuline-ADO Aucun
Pourcentage 16,7 41,7 20,8 20,8

Tableau IX : Répartition des patients selon les pathologies associées :

Pathologies associéees |

HTA | M cardiaque | thyroide | Dyslipidémie
femmes 10 3 4 1
% 41.642 12.492 16.657 4.164
Homme 7 2 0 2
% 29,19 8,34 0 8,34
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Tableau X : Répartition des patients selon les antécédents familiaux :

Antécedents familiaux
HTA | Maladie cardiaque | diabéte | Auto-immun | dyslipidémie
Femmes 7 1 8 3 1
% 29.15 4.164 33.314 12.492 4.164
Hommes 3 0 5 1 1
% 12,51 0 20,85 4,17 4,17
Tableau XI : Répartition des patients selon les renseignements cliniques :
Renseignement
cliniques
Faiblessee
musculaire Fatigue Douleur0 fracture
Femmes 5 14 6 2
% 20.821 58.3 24.985 8.328
Hommes 3 10 4 0
% 12,51 41,7 16,68 0
Tableau XI1 : Répartition des patients selon la teneur de la vitamine D :
Taux de la vitamine D totale Effectif | pourcentage
Souhaitable >30 ng/mL 11 45,83
Insuffisance 10-30 ng/mL 11 45,83
Carence < 10 ng/mL 8,33
Tableau XII1 : Répartition des patients selon la teneur de la vitamine D selon le sexe :
Femmes Hommes
Taux de la vitamine D Effectif |pourcentage| Effectif | pourcentage
Souhaitable >30 ng/mL 6 24,9857143 5 20,85
Insuffisance 10-30 ng/mL 6 24,9857143 5 20,85
Carence < 10 ng/mL 2 8,32857143 0 0

Tableau X1V : Teneur plasmatique des parametres biochimiques chez les témoins et les

diabétiques :

Parameétres biochimiques DT2 Témoin
Glycémie (g/l) 1,69 *** +0,48 0,923+0,15
Urée (g/l) 0,48**+0,21 0,323+0,10
Créatinine (g/l) 11,95* +3,69 9,712,054
Triglycéride (g/l) 1,45***+( 53 0,953+0,34
Cholestérol (g/l) 1,97*+0,58 1,66+0,30
HDL-c 0,435+0,12 0,503+0,14
LDL-c 1,31*+0,38 1,034+0,29
ASAT 26,72+7,24 27,55+5,99
ALAT 25,02+8,88 26,85+4,93
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Tableau XV : Teneur plasmatique moyenne d’ionogramme sanguin :

lonogramme sanguin DT2
Calcium (mmol/L) 86,2+5,52
Sodium (mmol/L) 136+3,49
Potassium (mmol/L) 4,563+1,05
Phosphore (mmol/L) 36,61+8,33
Clore (mmol/L) 102,38+4,95

Tableau XVI : Teneur plasmatique des parametres de stress oxydant (Malondialdéhyde
et Vitamine C) chez les témoins et les diabétiques :

Parameétres de stress DT2 Témoin
MDA umol/L 2,276**+0,63 1,756+0,45
Vitamine C mg/L 9,56***+3,38 19,08+3,37

85



Logiciels de I’étude statistique :

v' XLSTAT est un logiciel dont le fonctionnement s'appuie sur Microsoft Excel pour la
saisie des données et la publication des résultats. En revanche, les calculs sont
entierement réalisés dans des programmes autonomes. L'utilisation d'Excel comme
interface rend le produit trés convivial, simple d'utilisation et efficace.

v Python est un langage de programmation informatique souvent utilisé pour créer des
sites Web et des logiciels, automatiser des taches et effectuer des analyses de

données.

Préléevement sanguin tube Balance

hépariné

Pipette Réactifs nécessaires Vortex
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