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Résumé

Introduction - La néphropathie diabétique est la principale cause de la maladie
rénale chronique et représente la complication la plus fréquente et la plus grave
du diabéte. Sa pathogénie exacte est complexe et noncomplétement élucidée. Plu-
sieurs facteurs et mécanismes contribuent au développement et a l’issue de cette
pathologie.

Les objectifs de notre travail sont de déterminer la fréquence du polymorphisme
Insertion(l)/Délétion (D) du géne ACE (angiotensin-converting enzyme) chez des pa-
tients diabétiques avec et sans néphropathie et d’établir la relation entre ce poly-
morphisme et la néphropathie diabétique dans une population de UEst algérien.

Matériel et Méthodes - Nous avons recruté a cet effet, vingt neuf sujets diabé-
tiques avec néphropathie et trente témoins diabétiques sans néphropathie. L’ex-
traction de l’ADN a été réalisée sur du sang frais par la méthode au NaCl et le poly-
morphisme |/D du géne ACE a été déterminé par PCR (polymérase Chaine Réaction).

Un consentement éclairé a été obtenu de [’ensemble des participants.

Résultats - La durée moyenne du diabéte chez noscas est de 19,21 + 9,31ans ; celle
des témoins est de 10,67 + 7,66 ans. Le diabete de type 1 est plus fréquent chez
les néphropathes (72,41%), chez les témoins la fréquence du diabéte de type 2 est
plus importante (73.33%). Les complications macro-angiopathiques sont plus préva-
lentes chez les néphropathes. De plus ’association de deux ou plusieurs complica-
tions est fréquemment retrouvée. Les fréquences des alléles | et D sont respective-
ment 13,79 % et 86,21 % chez les sujets témoins alors que les fréquences alléliques
chez les sujets avec néphropathie sont respectivement 19,64 % et 80,36 %.

Conclusion - Aucune association significative entre ce polymorphisme et la néphro-
pathie diabétique n’a été démontrée.
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Abstract

Introduction - Diabetic nephropathy is the leading cause of chronic kidney disease
and the most common and serious complication of diabetes. Its exact pathogenesis is
complex and not completely elucidated. Several factors and mechanisms contribute
to the development and the outcome of this pathology.

The objectives of our work are to determine the frequency of the Insertion () / De-
letion (D) polymorphism of the ACE gene (angiotensin-converting enzyme) in diabetic
patients with and without nephropathy and to establish the relationship between this
polymorphism and nephropathy diabetic in a population of eastern Algeria.

Patients and methods - To this end, we recruited twenty-nine diabetic subjects with
nephropathy and thirty diabetic controls without nephropathy. DNA extraction was
performed on fresh blood by the NaCl method and the | / D polymorphism of the ACE
gene was determined by PCR (polymerase chain reaction).

Informed consent was obtained from all participants.

Results - The average duration of diabetes in our patients is 19.21 + 9.31 years; that
of the controls is 10.67 + 7.66 years. Type 1 diabetes is more common in nephropaths
(72.41%), in controls the frequency of type 2 diabetes is higher (73.33%). Macroangio-
pathic complications are more prevalent in nephropaths. In addition, the association
of two or more complications is frequently found. The frequencies of alleles | and D
are respectively 13.79% and 86.21% in the control subjects while the allelic frequen-
cies in the subjects with nephropathy are respectively 19.64% and 80.36%.

Conclusion - No significant association between this polymorphism and diabetic

nephropathy has been demonstrated.

Introduction

Le diabéte est un groupe de maladies métaboliques ca-
ractérisées par une hyperglycémie chronique résultant
d’un défaut de sécrétion de Uinsuline ou d’un défaut
de son action ou de ces deux anomalies associées [1].
L’hyperglycémie chronique est associée a terme a des
complications organiques spécifiques touchant parti-
culierement les yeux, les reins, les nerfs, le coeur et
les vaisseaux [2].Selon les derniéres estimations de
'organisation mondiale de la santé (OMS ) (2016), le
nombre de personnes atteintes de diabéte est passé de
108 millions en 1980 a 422 millions en 2014 avec une
prévalence mondiale chez les adultes de plus de 18 ans
qui est passée de 4,7% en 1980 a 8,5% en 2014[3]. L'OMS
prévoit qu’en 2030, le diabéte sera la septiéme cause
de décés dans le monde [4].

La néphropathie diabétique est la principale cause de la
maladie rénale chronique et représente la complication
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la plus courante et la plus grave du diabéte. Sa patho-
génie exacte est complexe et non élucidée. Plusieurs
facteurs contribuent au développement et a l'issue de
la néphropathie diabétique. Un diagnostic précoce et
une bonne prise en charge peuvent ralentir la progres-
sion de la maladie [5].

L’enzyme de conversion de ’angiotensine (ACE) est un
composant du Systéme Rénine Angiotensine, qui peut
convertir l’angiotensine | (Ang I) en un peptide actif
appelé ["angiotensine Il (Ang 11)[6].

Le polymorphisme insertion/délétion (I/D) du géne de
’enzyme de conversion de ’angiotensine 1 a été lar-
gement étudié. La présence ou [’absence de lalléle D
est associée a une production plus ou moins abondante de
UACE[7]. Marre et al, étaient les premiers a rapporter
une association entre le géne de ’ACE et la néphropathie
diabétique [8]. Depuis, de nombreuses études ont été réa-
lisées mais leurs résultats étaient controversés.



Les objectifs de notre travail sont de déterminer la fré-
quence du polymorphisme I/D du géne ACE chez des pa-
tients présentant un diabéte avec et sans néphropathie et
d’établir la relation entre ce polymorphisme et la néphro-
pathie diabétique dans une population de UEst algérien.

Patients et Méthodes

Notre étude est de type cas témoin. Le recrutement a
concerné cinquante neuf sujets répartis en deux groupes,
des cas présentant un diabéete avec néphropathie (n=29)
et des témoins diabétiques sans néphropathie (n=30)
sélectionnés parmi les patients admis au service d’en-
docrinologie du centre hospitalier universitaire (CHU)de
Constantine et au service de néphrologie de l’établisse-
ment hospitalier spécialisé (EHS)Daksi.

Ont été exclus de notre étude les patients ayant eu une
transfusion sanguine et les patients ayant un diabéte ré-
cent < 5ans.

Méthodologie

Un questionnaire comprenant toutes les données nécessaires
a été établi pour toute la population d’étude. Un interroga-
toire minutieux a été mené auprés des patients sélectionnés
afin de définir les parameétres personnels et familiaux.

Un consentement éclairé a été obtenu de tous les patients
et témoins.

Les prélévements sanguins

Les prélévements sanguins pour | étude génétique et le do-
sage des paramétres biologiques ont été effectués chez des
sujets a jeun depuis au moins 12 heures.

L’extraction de ’ADN a été réalisée sur du sang frais par la
méthode au NaCl selon Miller[9].

Les dosages biologiques

Le dosage des paramétres lipidiques et de la glycémie a
été réalisé au niveau du laboratoire de biochimie du CHU
Constantine sur un automate ARCHITECT Ci 8200,ABBOTT,le
dosage de la créatinine et des parametres urinaires ont été
réalisés sur ADVIA et ’hémoglobine glyquée a été dosée sur
un analyseur D-10 par chromatographie liquide a haute per-
formance (HPLC).

Toutefois, la clairance de la créatinine a été calculée par la
formule de Cockroft et Gault.
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Le dosage de la micro albuminurie a été réalisé parimmuno-
turbidimétrie.

La valeur de référence est 30 mg/|, le ratio (micro-albuminurie
/créatinine urinaire) a été calculé(valeurs de référence :< 22
mg/g chez ’homme et < 30 mg/g chez la femme).

L’étude moléculaire a été effectuée au niveau du laboratoire
de biologie et génétique moléculaire de la faculté de médecine
de Constantine.

La recherche du polymorphisme 1/D du géne ACE a été réali-
sée par PCR (polymérase Chaine Réaction).

Un milieu réactionnel de PCR ou mix d’un volume final de
25ul a été préparé.Ce mix comprend des desoxyribonucleo-
tides triphosphates (dNTP a 2mM),une enzyme d’amplifi-
cation in vitro(Tag polymerase a 5U/pl),un environnement
réactionnel (tampon10X,MgCl2 50 mM,H20) et deux amorces
oligonucléotidiques a 20 pmol / pl chacune dont les sé-
quences sont les suivantes :

- ECA1F (Forward): 5’ GAT GTG GCC ATCACATTC GTCAGAT 3’
- ECA 1R (Reverse): 5’ CTG GAG ACC ACT CCCATC CTT TCT 3’

Les conditions d’amplification étaient comme suit : Une dé-
naturation initiale a 94°C pendant 1 minute, suivie de 30
cycles de PCR, comprenant chacun une dénaturation a 94°C
pendant 30 secondes, une hybridation a 68°C pendant1mi-
nute, une élongation a 72°C pendant 1 minute et enfin une
élongation finale a 72°C pendant 8 minutes.

Les fragments amplifiés ont été controlés par électrophorese
horizontale sur un gel d’agarose a 2 %.

Les différents génotypes ont été déterminés. La présence
d’une bande de 490pb correspond au génotype homozygote
inséré I/1 ; la bande de 190pb correspond au génotype ho-
mozygote délété D/D et le génotype hétérozygote 1/D est
représenté par deux bandes de 190pb et 490pb (figure 1).

Figure 1. Profil électrophorétique des différents géno-
types du polymorphisme 1/D du géne ACE
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Analyse statistique

L’analyse statistique des données a été effectuée a | "aide du
logiciel Epi Info version 7.0.

Le calcul de ’Odds ratio a été utilisé pour déterminer la
relation épidémiologique entre le facteur d’exposition et la
survenue de la maladie.

Lintervalle de confiance a 95% est un intervalle de valeurs
qui a 95% de chance de contenir la vraie valeur du parametre
estimé.

Un test de khi 2 a été calculé chez notre population témoin
et est revenu a 0,74 avec un Khi 2 test p value égal a 0,39
confirmant que notre population témoins est en équilibre
d’Hardy Weinberg.

Le seuil critique a priori est de 0,05 (risque a) .Si la valeur
de p calculée est inférieure a ce seuil, la différence entre les
parameétres est déclarée statistiquement significative pour
le seuil choisi.

Résultats

L’age moyen de nos cas est de 58,34+13,78ans ; celui des
témoins est de 57,07 + 10,51 ans. La différence d’age entre
les cas et les témoins n’est pas significative (P = 0,69 NS).

La répartition de nos cas selon le sexe retrouve treize sujets
(soit 44,83%) de sexe masculin, et seizesujets (soit 55,17
%) de sexe féminin. Cette répartition des cas selon le sexe
montre que le nombre de cas de sexe féminin est supérieur a
celui de sexe masculin avec un sexe ratio F/H de 1,23. Chez
les témoins, on note également une prédominance féminine
avec 66,67% contre 33,33%

La durée moyenne du diabéete chez nos cas est de 19,21 +
9,31 ans avec des extrémes allant de 5 et 45ans ; celle
des témoins est de 10,67 + 7,66 ans. La durée du diabéte
chez nos cas est significativement plus élevée que chez nos
témoins (p<0,0003).

Les fumeurs actifs sont plus prévalents chez les cas
(31,03%) que chez les témoins (13,33%). Les sujets fumeurs
sont exclusivement de sexe masculin aussi bien chez les cas
que chez les témoins.

Les complications macro-angiopathiques sont plus préva-
lentes chez les néphropathes dominées par |’hypertension
artérielle (HTA). De plus 'association de deux ou plusieurs
complications est fréquemment retrouvée (association HTA
-artériopathie,HTA-cardiopathie, HTA -artériopathie-cardio-
pathie....)(Figure 2).
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Figure 2 : Fréquence de la macro-angiopathie
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Résultats des paramétres biologiques et génétiques

Aucune différence significative n’a été retrouvée entre cas et
témoins pour tous les parametres lipidiques.

La comparaison des valeurs moyennes de [’hémoglobine glyquée-
chez les sujets présentant une néphropathie et les témoins ne
montre aucune différence significative.

Fréquences génotypiques et alléliques du polymorphisme 1/D du
géne ACE chez les cas et les témoins.

La prévalence des différents génotypes du polymorphisme 1/D du
géne ACEchez les cas est de 64,29% pour le génotype DD, 32,14
% pour ’hétérozygotes ID et 3,57 % pour le génotype Il .Chez
les témoins, le génotype DD est retrouvé avec une fréquence de
72,41%, la forme hétérozygote ID avec une fréquence de 27,59%
et enfin le génotype homozygote Il n’a pas été retrouvé chez nos
témoins.

Les fréquences des alléles | et D sont respectivement 13,79
% et 86,21 % chez les sujets témoins alors que les fréquences
alléliques chez les sujets avec néphropathie sont respectivement
19,64 % et 80,36 % (tableau 1).

Tableau 1. Fréquences génothiques et alléliques du poly-
morphisme I/D du géne ACE chez les cas et les témoins

Polymorphisme | Cas Témoins

I/D  du geéne | Effectif % Effectif %
ACE

Génotypes

1] 1 3,57 (o] 00,00
ID 9 32,14 8 27,59
DD 18 64,29 21 72,41
Alléles

I 11 19,64 8 13,79
D 45 80,36 50 86,21
Odds ratio(OR) Intervalle de confiance | P
11+ID vs DD 1,45 0,41-5,20 =0,71 NS




Le calcul des odds ratios ne montre aucune association entre
les génotypes homozygote Il et hétérozygote ID versus le
génotype homozygote DD.

Discussion

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a |’étude du
polymorphisme 1/D du gene ACE chez les diabétiques avec et
sans néphropathie a la recherche d’une éventuelle associa-
tion entre ce polymorphisme et la néphropathie diabétique.

La répartition de nos cas selon le sexe, a montré une pré-
dominance du sexe féminin (55,17 %) par rapport au sexe
masculin (44,83 %), avec un sexe ratio F/H de 1,23. Ce ré-
sultat ne concorde pas avec les travaux de F.Djrolo et al [10]
sur une population de diabétiques noirs africains de Cotonou
au Bénin, E. Bouenizabila et al [11]sur une population congo-
laise de Brazzavilleet V.Viswanathan[12]sur une population
sud-indiennequi ont retrouvé une prédominance du sexe
masculin.

L’age moyen de nos cas est proche de celui de VijayViswana-
than et al [12]qui était de 56,7+8,9 ans. Les données de
la littérature montrent une disparité concernant ce para-
métre, certaines retrouvent un age moyen dans la quaran-
taine d’autres plutét au dela de la soixantaine.

La durée du diabéete

La durée moyenne du diabéte chez nos cas est de 19,21
9,31 ans ; celle des témoins est de 10,67 + 7,66 ans. La durée
du diabéte chez nos cas est significativement plus élevée
que chez nos témoins.

En effet, plus la durée d’évolution du diabéte est longue
plus le diabéte est déséquilibré et plus le risque de compli-
cation est élevé. Plusieurs études ont confirmé ce résultat
[13,14].

Le méme résultat est rapporté par plusieurs études telle que
I’étude deS.Favaet al [15] 'étude de K .Mansour [16].

L’étude de VijayViswanathan et al [12]retrouve cependant
une différence de la durée du diabéte non significative entre
cas et témoins.

La macro- angiopathie

Les complications macro-angiopathiques sont plus préva-
lentes chez les néphropathes. De plus ’association de deux
ou plusieurs complications est fréquemment retrouvée chez
les diabétiques avec néphropathie. L’étude sur une popu-
lation allemande de Schmidt S et al[17] a retrouvé que les
patients diabétiques de type 1 ou 2 ayant eu une néphro-

Prédisposition génétique a la néphropathie diabétique: réle
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pathie étaient le plus souvent hypertendus et avaient plus
fréquemment des événements cardiaques (cardiomyopathie
ischémique et / ou cceur congestif.......).

La micro- angiopathie

La fréquence de la rétinopathie est significativement plus
élevée chez les cas que chez les témoins (79,31% vs 20,00%).
En effet, dans le diabéte de type 2, comme dans le dia-
béte de type 1, la rétinopathie et la néphropathie diabé-
tiques sont associées[18].Cependant, les diabétiques de
type 2 peuvent présenter d’autres causes de néphropathie
que le diabéte [19]. L’étiologie diabétique d’une néphropa-
thie pourrait étre établie cliniquement devant ’association
d’une protéinurie et d’une rétinopathie diabétique. Cette
hypothese se trouve confirmée par une étude de biopsie ré-
nale chez les diabétiques de type 2 avec protéinurie [19].

Parametres biologiques et génétiques

L’hémoglobine glyquée est plus élevée chez les cas par rap-
port aux témoins mais la différence entre les deux groupes
reste non significative.Nos résultats s’accordentavec ceux
de Y. Wang et al [20]qui ont trouvé un taux de ’hémoglo-
bine glyquée plus élevé chez les cas que chez les témoins
(10,62 +1,93vs 10,93 + 3,54, p=0,519) et ceux deM. Pfohl et
al [21] qui ont retrouvé le méme résultat mais ’élévation
était significative (7,9+1,4 vs, 8,4+1,7 p=0,04).

Polymorphisme |/D du géne ACE

Les résultats de notre étude montrent que le génotype DD
du polymorphisme /D du géne ACE est non significative-
ment lié a la néphropathie diabétique dans notre population
d’étude(OR:1,46 1C(0,41-5,02) p=0,71).

Le role du polymorphisme | /D du géne ACEdans la pathoge-
nése de la néphropathie diabétique a été étudié dans di-
verses populations mais les résultats restent discordants.

Une méta analyse de S. Schmidt et al[17]n’a retrouvé au-
cune différence significative de ce polymorphisme entre les
Caucasoides.

De méme, Kumar et al [22]signalent qu’il n’y a pas d’asso-
ciation significative entre le polymorphisme 1/D du gene ACE
et Uinsuffisance rénale diabétique chez les patients diabé-
tiques de type 2 du Nord de U'Inde.

Les étudesdeArfa .| et al [23],Hadjadj .S et al [24],Movva
.S et al [25]etErogluZ et al [26]ont montré que dans les
populations tunisienne, de race blanche francaise, indienne
et turque respectivement que le polymorphisme 1/D du géne
ACEn’était pas un marqueur de la néphropathiediabétique et
du pronostic rénal des patients atteints de DT2.
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Rahimi Z et al [27]ont montré que les Iraniens d’origine
ethnique kurde ne présentent pas une association entre le
risque de micro albuminurie et polymorphisme I/D du gene
ACE.

Le méme résultat a été rapporté par Palomo-Pinon S et al
[28] qui ont montré que les patients mexicains et les té-
moins ne présentaient aucune différence dans la distribution
des génotypes du polymorphisme 1/D du gene ACE.

Par ailleurs d’autres études ont retrouvé des résultats dis-
cordant avec les notres, telle que [’étude deRahimi Z et
al[27], qui ont trouvé dans la populationiranienne, une as-
sociation entre Ualléle D du géne ACE et la néphropathie
diabétique

Hadjadj S et al [29]ont montré que dans la population fran-
caise, le polymorphisme |/D du géne ACE était associé a né-
phropathiediabétique. En outre, dans une population euro-
péenne plus large comprenant des Francais, des Danois et
des Finlandais, ce polymorphisme était associé de maniére
significative a un risque accru de néphropathie.

Les études de Nikzamir Aet al [30,31] ont retrouvé que la
présence de alléle D du géneACE était associée a une ac-
tivité plus élevée de 'ACE et a une sévérité accrue de l’al-
buminurie.

En outre, les résultats d’Ahluwalia TS et al [32] etEzzidi |
et al [33]ont montré chez les patients asiatiques, indiens
et tunisiens atteints de néphropathie diabétique, que la
fréquence de ’allele D et du génotype DD était significati-
vement plus élevée que chez les patients diabétiques sans
néphropathie.

De mémeDeepak N et al[34] ont suggéré que le variant D /
D dans Uintron 16, contribue a un risque accru de la néphro-
pathie diabétique, mais pas dans l’étendue de sa gravité.
Leurs résultats étaient en conformité avec plusieurs autres
études [35-39]mais pas toutes [40,41].Cette différence peut
étre due a la différence ethnique et aux criteres de sélection
des patients

Notre étude présente cependant des limites dues a la taille
réduite de notre échantillon.

Conclusion

Le génotype DD du polymorphisme I/D du géne ACE ne
semble pas associé a la survenue de la néphropathie diabé-
tique dans cet échantillon de diabétiques de I’Est algérien.

La poursuite du présent travail sur un plus grand nombre
de patients en vue d’améliorer la puissance des résultats
s’avere nécessaire car la démonstration du rdle des facteurs
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génétiques et environnementaux dans le développement et
la progression de la néphropathie diabétique peut ouvrir de
nouvelles perspectives dans le diagnostic prédictif et le trai-
tement des patients atteints de cette pathologie et amélio-
rer leur pronostic vital.

Conflits d’intérét

Les auteurs déclarent n’avoir aucun conflit d’intérét.
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