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Résumé

Le sélénium (Se) est un e€lément trace essentiel intégré aux sélénoprotéines sous
forme d’un 21°™ acide aminé, la sélénocystéine. Des études récentes ont montré qu’un
statut en Se élevé ou une supplémentation peuvent constituer des facteurs de risques
pour le diabete de type 2 (DT2). Ces effets peuvent apparaitre a des concentrations
étonnamment basses, raccourcissant ainsi 1’intervalle entre effets bénéfiques et toxiques

de I’oligoélément.

Ce travail visant a déterminer le statut en Se de la population diabétique de
I’extréme ouest Algérien, se veut une contribution a une meilleure compréhension de la

relation ambigué entre le Se et le DT2.

Les marqueurs du statut sélénié auxquels s’est penchée cette étude sont : I’apport
alimentaire journalier (AAJ) en Se, le taux du Se plasmatique, la concentration
plasmatique en sélénoprotéine P (SePP), I’activité des enzymes antioxydantes ;
glutathion peroxydase 1 (GPx1) et glutathion peroxydase 3 (GPx3). Par ailleurs, grace a
une approche in silico, un mécanisme moléculaire est proposé pour expliquer les causes

de I’insulinorésistance et du DT2 en cas de surexposition au Se.

Une comparaison entre la médiane de I’AAJ en Se des diabétiques et des
témoins a montré une différence non significative (72,40 pg / jour vs 70,30 ug / jour
respectivement). L'activité de la GPx1, 'activité de la GPx3 et le Se plasmatique étaient
Iégerement inférieurs chez les patients diabétiques par rapport aux témoins (P>0,05). Au
contraire, la SePP était significativement plus élevée chez les patients diabétiques que

chez les témoins.

Les résultats de la régression logistique suggerent une association significative
entre le statut en Se et le diabéte. L’odds ratio pour le diabéte, comparant le quartile le
plus élevé de l'apport alimentaire en Se par rapport au quartile de référence est de 2,12
(IC 95%: 1,05-4,29, P=0,036). Le quartile le plus faible présente un odds ratio de 2,51
(95% IC: 1,25-5,07, P=0,010). Il y avait un risque accru de diabéte associé a une
augmentation du Se plasmatique par rapport au quartile 1. Le Se plasmatique du quartile
4 (I’intervalle de 104,58 a 143,24 g /L) est associé a un OR de 2,76 (95% IC 0,92-
6,31; P=0,017). 1l en est de méme pour la SePP, en effet le quartile 4 est associé a un
OR de 4,53 (95% IC 1,63-12,59 ; P=0,004).
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Les résultats de cette recherche sont en faveur d’une association en forme de U
entre 1’apport alimentaire journalier en Se et le risque de diabéte. Les quartiles les plus
élevés de la SePP, ainsi que du Se plasmatique sont associés au risque du DT2 chez la

population de 1’ouest Algérien.

En cas de surexposition au Se, I’acide aminé sélénocystéine peut se substituer
aléatoirement a son analogue soufré, la cystéine. Grace au docking moléculaire, cette
substitution a été étudiée au niveau du récepteur de I’insuline. Il en résulte une
destabilisation du complexe insuline/récepteur qui pourrait entrainer une éventuelle
résistance a l'insuline.

Mots clés : Sélénium, diabete de type 2, apport alimentaire, sélénoprotéines, docking
moléculaire, récepteur de I’insuline.

VI



Abstract

Selenium (Se) is an essential trace element incorporated into selenoproteins in
the form of the 21st amino acid, selenocysteine. Recent studies have shown that high Se
status or supplementation may be as risk factors for type 2 diabetes (T2D) and those
effects may occur at surprisingly low concentrations, shortening the interval between

beneficial and toxic effects of the micronutrient.

This work aims to determine the status of Se in the diabetic population of the
extreme west of Algeria, as a contribution to a better understanding of the ambiguous
relationship between Se and T2D.

The markers of selenium status investigated in this study are: daily dietary Se
intake (DDA), plasma Se level, plasma selenoprotein P concentration, the activity of the
antioxidant enzymes; glutathione peroxidase 1 (GPx1) and glutathione peroxidase 3
(GPx3). Moreover, through an in silico approach, a molecular mechanism is proposed to

explain causes of insulin resistance and T2D in case of Se overexposure.

A comparison between the mean DDA Se of diabetics and controls showed a
non-significant difference (72.40 pg/day vs 70.30 pg/day, respectively). GPx1 activity,
GPx3 activity, and plasma Se were slightly lower in diabetic patients compared to
controls (P>0.05). In contrast, SePP was higher in diabetic patients than in controls. The

difference was highly significant.

The logistic regression results suggested a significant association between
plasma Se and diabetes. The odds ratio for diabetes, comparing the quartile of dietary Se
intake to the baseline quartile is 2.12 (95% CI: 1.05-4.29, P=0.036). The lowest quartile
has an odds ratio of 2.51 (95% CI: 1.25-5.07, P=0.010). There was an increased risk of
diabetes associated with an increase in plasma Se relative to quartile 1. Plasma Se from
quartile 4 (range 104.58 to 143.24 pg/ L) is associated with an OR of 2.76 (95% CI:
0.92-6.31, P=0.017). The same results are shown for SePP, since quartile 4 is associated
with an OR of 4.53 (95% CI: 1.63-12.59, P=0.004).

The results of this research support a U-shaped association between daily dietary
Se intake and diabetes risk. The highest quartiles of SePP, as well as plasma Se are

associated with the risk of T2DM in the western Algerian population.
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In case of overexposure to Se, the amino acid selenocysteine can randomly
substitute for its sulfur analogue, cysteine. Using molecular docking, this substitution
was studied at the insulin receptor. The result is a destabilization of the insulin/receptor

complex that could lead to an eventual insulin resistance.

Keywords: Selenium, type 2 diabetes, dietary intake, selenoproteins, molecular

docking, insulin receptor.
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INTRODUCTION

1. Contexte de I’étude

Le diabete de type 2 (DT2) est une maladie métabolique chronique, considérée
comme un probléme de santé publique menacant, figurant parmi les quatres maladies
non transmissibles prioritaires [1]. Cette maladie inquicte a 1’échelle planétaire, elle est
insidieuse, plurifactorielle touchant toutes les classes sociales, dont la prise en charge
nécessite une collaboration multidisciplinaire. Lorsque la glycémie n’est pas bien
régulée, la maladie aboutie a d’autres maladies chroniques encore plus difficiles a

supporter.

La prévalence du DT2 a pris des proportions épidémiques a travers le monde au
cours des deux derni¢res décennies. L’ organisation mondiale de la santé a signalé que la
prévalence mondiale du diabéte normalisée selon 1’dge dans la population adulte avait
presque doublé entre 1980 et 2014, passant de 4.7% a 8.5%, ce qui est une tendance
inquiétante [2]. De plus, le pronostic épidémiologique du DT2 est menacant,

correspondant & une augmentation d’environ 54% dans le monde entre 2010 et 2030 [3].

L’Algérie ne fait pas exception, avec un nombre grandissant de personnes
atteintes de cette maladie. En 2017, pres de 1,8 millions de cas de diabete en Algérie
sont recensés, avec une prévalence nationale de 6,9% [4]. Ce qui pose un serieux
probleme, tant sur le plan épidémiologique [5] que socio-économique [6], en regard des
complications chroniques dominées par les complications cardio-vasculaires, le pied

diabétique, I’insuffisance rénale chronique et la rétinopathie [7].

Le DT2 est une maladie multifactorielle impliquant des interactions entre des
facteurs héréditaires et des facteurs liés a I’environnement [8]. L’épigénétique fournit un
mécanisme qui peut expliquer I'étiologie du diabete et de la diversité des phénotypes
dans la population générale. Bien qu'il y ait un appui pour le role de I’épigénétique dans
la pathogenése du diabéte et de ses complications, les études sur les tissus humains
aupres de diabétique restent limitées. Le nombre de cibles thérapeutiques potentielles
augmente a mesure que progressent les connaissances des mécanismes épigénétiques du
développement du diabete [9]. Cependant, le diabéte étant un syndrome complexe et
multifactoriel, son traitement doit prendre en compte non seulement les réalités
physiologiques liees au terrain genétique, mais également les facteurs épigénetiques,

environnementaux et nutritionnels, ce dernier est le but de notre étude.
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La micronutrition joue un role tres important dans la prévention, 1’amélioration
métabolique et la prévention des complications au cours du diabéte [10]. Cela tient au
fait que plusieurs micronutriments (vitamines et éléments traces essentiels) sont a méme
d’améliorer la sécrétion et ’action de I’'insuline et surtout, de lutter contre le stress
oxydant [11] dont I’effet délétére sur le développement et les complications du diabéte

nécessite des études plus approfondies.

La résistance a l'insuline, I’intolérance au glucose et le DT2 sont tous liés au
stress oxydatif, qui peut étre le mécanisme pathogéne qui lie ces conditions aux
maladies cardiovasculaires [12]. Des études épidémiologiques d'observations montrent
une association protectrice du régime alimentaire ou des antioxydants plasmatiques

contre le développement du DT2 [13].

Parmis ces micronutriments, 1’élément trace sélénium (Se) connait un intérét de
plus en plus croissant. C’est un antioxydant majeur qui exerce ses fonctions biologiques
grace a un éventail de protéines auxquelles il est associé (sélénoprotéines) [14]. Le Se
existe dans ces derniéres sous forme de sélénocystéine (SeCys), le 21°™ acide aminé
découvert par Thressa Sdatman [15], mais 40 ans avant, Franke a pu découvrir que le Se
remplacerait I’atome de soufre dans un acide aminé qui n’est pas bien connu [16]. La
SeCys est codée par le codon stop UGA dans la structure primaire des sélénoprotéines,
ou il est inséré par une co-traduction dans les chaines polypeptidiques de ces derniéres
[17]. Le génome humain coderait pour 25 sélénoprotéines [18]. Le réle majeur de ces
protéines multiples, telles que la glutathion peroxydase (GPx), la sélénoprotéine P
(SePP), la thiorédoxine réductase (TrxR), et les iodothyronine déiodinases (IDD), est
d'agir comme des antioxydants intracellulaires dans la prévention des dommages
oxydatifs (piégeage des radicaux libres) ainsi que le maintien de 1’équilibre redox

intracellulaire [19].

Ce métalloide est considéré a la fois comme essentiel et toxique pour I'nomme,
en fonction du niveau d'exposition et de I’espéce chimique spécifique [20]. Sa relation
avec la santé humaine, en particulier le DT2 [21], le cancer [22, 23], les maladies du
systéme nerveux [24, 25] et d'autres maladies chroniques [26], n'est pas toujours claire,

malgré le grand nombre d’études épidémiologiques sur le sujet.
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Des preuves expérimentales provenant de modéles animaux suggérent qu'une
supplémentation a faibles doses du Se, peut exercer des effets bénéfiques sur le
métabolisme du glucose, peut-étre par le biais de nombreuses actions de type insuline,
et peut retarder méme les complications du diabéte. Les effets des suppléments du Se a
forte dose sont toutefois moins clairs [27, 28]. Certaines études sur des patients
diabétiques suggerent que la supplémentation en Se peut aider a prévenir les
complications vasculaires [29] et que les patients diabétiques peuvent étre déficients en

Se par rapport aux personnes en bonne santé [30].

Cependant, des études d'intervention épidémiologique et clinique sur la
supplémentation en Se ont fourni des résultats assez controversés, concernant le risque
de diabete [31]. Certaines études montrant des résultats bénéfiques et d’autres signalant

des risques élevés [32].

Pour mieux comprendre la relation entre le Se et le risque de diabéte, I’étude de
I’activité de certaines enzymes sélénodependantes et de leurs polymorphismes
génétiques devient nécessaire. Les sélénoprotéines susceptibles d’étre liées au DT2 sont
la gluthation peroxydase 1 (GPx1), la gluthation peroxydase 3 (GPx3) et la
sélénoprotéine P (SePP) [33, 34].

Hypothétiquement, les variantes polymorphiques d'enzymes antioxydantes
pourraient affecter la capacité du systeme de défense en antioxydants et ainsi accélérer
le stress oxydatif. En effet, le changement de I'expression génique et de l'activité des
enzymes antioxydantes contribuent a la susceptibilité génétique au DT2. Mieux
comprendre la relation entre 1’activité de ces enzymes antioxydantes et les maladies
associées au stress oxydatif est un créneau trés prometteur, dans l'espoir qu'elles
puissent étre utilisées pour le dépistage des facteurs de risque qui conduisent aux

nombreuses pathologies [35].

Peu d'études sur la population algérienne ont adapté les informations alimentaires
nécessaires et ont étudié les associations entre le Se alimentaire et le DT2. Clest
pourquoi, la mesure de son état nutritionnel est devenue nécessaire pour prévenir et

promouvoir une santé optimale.
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2. Statut sélénié et ses biomarqueurs
2.1. Notion de statut sélénié

Le statut est un terme d'art dans le domaine de la nutrition. 1l fait référence a la
quantité de produits biologiquement actifs ou potentiellement actifs dans I'organisme.
Le statut en Se chez I'hnomme et la plupart des animaux est lie a I'absorption du Se, le
taux de Se tissulaire, la fonction et I'élimination du Se. Cela peut étre d0 a une
distribution hiérarchique du Se dans I'organisme et entre les tissus et les enzymes, car
les selénoprotéines essentielles semblent étre fournies de préférence en I’oligoélément

méme en cas de carence en Se [36, 37].

Le statut en Se est utile pour : determiner le risque de carence ; estimer le
potentiel pour réduire le risque de certaines maladies et surveiller le risque d'effets
néfastes associés a un exceés du Se. De telles évaluations sont effectuées dans le cadre de
la recherche et des soins cliniques, elles peuvent également informer les programmes de
santé publique (développement / évaluation). Ces objectifs peuvent s‘appuyer sur

plusieurs ensembles ou interprétations de biomarqueurs.

Les sélénoprotéines circulantes et facilement accessibles ont été établies comme
biomarqueurs protéiques du statut du Se, c'est-a-dire les glutathion peroxydases (GPx)
et la SePP, car elles sont souvent en corrélation presque linéaire avec I'apport en Se [38,
39]. Cependant, avec un apport en Se suffisamment élevé, ces biomarqueurs protéiques
se stabilisent a des concentrations de Se sérique d'environ 90 a 120 pg/L, la SePP
couvrant la plus large gamme d'apport en Se [40, 41]. Des concentrations sériques ou
plasmatiques de Se inférieures a 70 pg/L sont considérées comme indiquant une carence
en Se [38, 42]. Des apports élevés en sélénométhionine (SeMet) se refletent non
seulement dans la biosynthése des sélénoprotéines, mais aussi dans 1’augmentation de la
teneur en Se de toutes les protéines synthétisées, ou la SeMet peut remplacer la
méthionine (Met) ordinaire et conduire a des quantités considérables de Se dans d'autres

protéines en circulation, comme Il'albumine [43].
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2.2. Biomarqueurs du statut sélénié
2.2.1. L’apport alimentaire en Se

Le sélénium est un oligo-élément essentiel pour I'hnomme, acquis principalement
par l'alimentation quotidienne [44, 45], bien que I'environnement professionnel, le
tabagisme et la pollution de l'air peuvent également contribuer a I'exposition au Se [46,
47]. La détermination de l’apport alimentaire journalier en Se constitue une étape

importante dans 1’étude du statut sélénié [48].

Les niveaux du Se dans I'organisme dépendent aussi des caractéristiques de la
population, de son alimentation et de sa zone geographique (principalement de la
composition du sol) [31, 49], ce qui indique que des facteurs tant environnementaux

gu'internes peuvent affecter le niveau du Se [31, 50].

Ce micronutriment est présent dans le sol sous différentes formes ; inorganiques
(a savoir les séléniures (Se?), le sélénium élémentaire (Se®), le sélénate (Se0,42) et le
sélénite (Se05?")) [51] et organiques qui proviennent généralement de la décomposition

des plantes accumulatrices, il s’agit surtout de la SeCys et de la SeMet [52].

En résumé, les différentes formes du Se dans le sol conditionnent la teneur en cet
élément dans les plantes. Celles-ci peuvent étre déficientes si elles poussent sur des sols

déficients ou soit parce que la forme présente n’est pas assimilable.

Les plantes peuvent absorber et accumuler a la fois du Se inorganique et du Se
organique (SeCys et SeMet) via le transport membranaire actif, alors que le role de la
simple diffusion est limité [53, 54]. D’autres formes de Se, comme le séléniure et le Se
élémentaire, ne sont pas absorbées par les plantes car elles sont insolubles dans I'eau
[55].

La biodisponibilité du Se dépend de nombreux facteurs, dont le principal est
attribué a la forme chimique de cet élément. Au niveau intestinal, le sélénium est plus
facilement absorbé sous forme de composés organiques. L’acide aminé SeCys
prédomine dans les produits d'origine animale, alors que la SeMet dans les produits
d’origine végétale. Parmi les formes inorganiques seuls le sélénate et le sélénite sont
absorbés. Le premier par un symporteur Na+/sulfate et le second par un mécanisme non
complétement élucidé [56]. L absorption du sélénite varie de 50 a 90%, alors que celle

du selénate est presque totale [56]. La biodisponibilité du Se contenu dans les aliments
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est également déterminée par des facteurs alimentaires tels que la teneur en graisses, en

protéines et en métaux lourds [57].

Les aliments riches en protéines contiennent des taux plus éleves de Se, alors que
les aliments a faible teneur en protéines en contiennent moins. Les principales sources
du Se dans l'alimentation sont les céréales, la viande et les produits laitiers, le poisson,
les fruits de mer, le lait et les noix [57]. Une source riche en sélénium se trouve dans le
sel marin, les ceufs (uniquement en cas de supplémentation en Se des aliments pour
animaux), les abats, les champignons, l'ail, les asperges, le chou-rave (enrichi en cet
élément) [58, 59]. Les fruits et les légumes sont caractérises par une teneur en Se

relativement faible en raison de leurs richesses en eau.

Les mémes produits originaires de différents pays ou régions contiennent des
concentrations différentes de Se [60]. A titre d’exemple les poissons marins péchés dans
la zone nord-ouest de I'océan Atlantique contiennent plus de sélénium (168-825 ng/g)

que les poissons d'eau douce de I'ouest des Etats-Unis (143-576 ng/g).

Les produits céréaliers couvrent ~50% de I'apport quotidien en Se, en Algérie, la
plupart des groupes d'aliments importés sont les céréales, provenant de différentes
régions du monde [61]. Une variation dans l'origine d'importation de ces produits peut
causer une différence dans les concentrations de Se [62].

La proportion de viande, de volaille, et des poissons représentent ~35%. L'eau et
les boissons fournissent 5 a 25 % du Se. La portion de fruits pour répondre a la
demande du Se, est relativement faible <10%. Les légumes non traités fournissent
~11% du Se dans un régime alimentaire bien équilibré. Le traitement thermique des
produits alimentaires peut entrainer une perte de Se dans les aliments en raison de la
formation de composés de Se volatil. Ces pertes sont importantes et peuvent atteindre

des dizaines de %.

L'estimation de l'apport nutritionnel recommandé (ANC) constitue un défi
considérable, car le métabolisme du Se chez les sujets humains est un processus
complexe, dynamique et multifactoriel, qui dépend de plusieurs facteurs tel que
I'inflammation, le génotype de certaines sélénoprotéines, le sexe et I'état de santé
général. Les différents facteurs de risque des maladies associées a la carence en Se ne

permettent pas de définir un seuil unique, indépendant de la population et
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universellement accepté d'apport insuffisant [38, 63]. Méme si la biosynthese de
certaines sélénoprotéines dépend strictement d'une consommation de Se suffisamment
élevée et présente une faible expression en cas de carence en Se, un déficit en Se ne se

refléte pas dans un phénotype clinique particulier [64].

Les parametres utilisés comme biomarqueurs de I'apport en sélénium sont : la
concentration de Se dans le plasma ou le sérum, l'activité de GPx dans le plasma
(GPx3), dans les érythrocytes (GPx1), dans les thrombocytes (GPx1) ou dans le sang
total (GPx3 et GPx1) et la concentration en SePP dans le plasma ou le sérum. En
principe, la mesure des selénoprotéines reflete le pool du Se fonctionnel lié aux
sélénoprotéines, tandis que la teneur totale en Se comprend également la SeMet qui est
incorporée de maniére non spécifique dans les protéines [65].

La plupart des valeurs de référence sont basées sur la mesure de Il'activité de GPx
dans le plasma. Actuellement la concentration de la SePP dans le plasma est considérée
comme le marqueur le plus concluant pour déterminer I'apport optimal de Se [66-68],
parce que l'activité des GPx atteint un état stable avec des niveaux du taux en Se
plasmatique (90 ug/l) inférieurs a ceux requis pour le nivellement de la SePP (120 pg/l)
[40].

Sur la base d'études d'intervention humaine, on suppose que toute nouvelle

augmentation de I'offre de Se au-dela d'une concentration plasmatique de Se de 120 pg/l
n'entrainera pas d'augmentation supplémentaire de [’expression des sélénoprotéines
[31]. Cependant, chez I'hnomme, les données se limitent aux sélénoprotéines mesurables

dans le sang, car les échantillons de tissu de sujets sains ne sont pas disponibles.

L’apport nutritionnel recommandé (ANC) aux Etats-Unis a été estimé sur la
base de la maximisation de l'activité de la glutathion peroxydase plasmatique (GPx3), et

fixée a environ 55 pg/jour [69].

Les sociétés de nutrition d'Allemagne, d'Autriche et de Suisse (D-A-CH) et
méme I'Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) ont recommandé
des apports de 70 pg/jour pour les hommes et de 60 pg/jour pour les femmes, a raison
d'environ 1 pg de Se /kg du poids corporel, quantité nécessaire pour une saturation
presque compléte de la SePP [35, 68]. En fonction de I'apparition d'effets indésirables et
d’intoxication au Se en cas de sélénose, l'apport maximal tolérable (AMT) pour un

adulte est fixé a 400 pg/jour [70].
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2.2.2. Biomarqueurs des niveaux du sélénium dans les tissus
2.2.2.1. Sélénium plasmatique

Le plasma est le tissu le plus utilisé pour évaluer I'état du Se, en particulier chez
I'nomme. Le sélénium est stable dans le plasma tant que la croissance microbienne est
empéchée. |l peut étre déterminé avec une tres bonne sensibilité et précision par de
nombreuses méthodes telles que la spectrophotométrie d'absorption atomique
automatisée réduisant les interférences en utilisant soit le HG-AAS soit la

spectrophotométrie d'absorption atomique électrothermique (four graphite) (GF-AAS).

Le Se plasmatique est principalement constitué du Se qui a été incorporé de
maniere spécifique et non spécifique dans diverses protéines. La SeCys n'est présente
que dans deux sélénoprotéines plasmatiques, SePP et GPx3, qui contiennent
respectivement 10 et 4 résidus de SeCys, donc le pool de Se spécifique est calculé a
partir de I'activité de la GPx3 et de la concentration de la SePP [71]. La synthése de ces
deux sélénoproteines, qui se produit respectivement dans le rein et le foie, est régulée en
fonction d'un apport métabolique important de séléniure pour la conversion co-
traductionnelle de la sérine en SeCys, tandis que l'acide aminé reste lié a un ARNt

spécifique [72].

Le plasma contient également un pool de Se non spécifique composé de SeMet
incorporé dans les protéines au lieu de la Met avec laquelle elle est en concurrence pour
la liaison a ’ARNt™®. Le potentiel d’incorporation non spécifique dans les protéines
est en fonction de la teneur en Met de ces protéines. Dans le plasma, le plus important

sur le plan quantitatif est ’albumine, qui contient 6 résidus de Met par mole.

Le pool non spécifique peut étre estimé a partir de la différence entre les pools du
Se spécifique et total. Par cette approche, il a été démontré dans une cohorte non
déficiente que plus de la moitié du Se plasmatique est présente dans des composants
spécifiques (GPx 3 et SePP comprenant des quantités a peu pres égales), avec presque
autant de Se présent dans des composants non spécifiques [73]. En outre,
I’augmentation du Se plasmatique produit par la supplémentation en SeMet consistait
entierement en une expansion du composant non spécifique, qui atteignait 73% du Se

plasmatique chez les sujets consommant environ 300 pg de Se/ jour.
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Bien que la consommation du Se soit son principal déterminant, le niveau de Se
plasmatique peut étre affecté par plusieurs facteurs. Il varie en fonction du sexe,
diminue avec I'age et est réduit chez les fumeurs et les sujets souffrant de malnutrition
protéique ou d'inflammation [74, 75]. Il a été constaté que les niveaux de SePP dans le
plasma sont légérement inférieurs chez les personnes obéses (IMC>30) ainsi que chez

les afro-américains par rapport aux blancs américains [73, 76].

2.2.2.2. Sang total

Plusieurs études ont utilisé le sang entier pour I'évaluation du statut du Se [77,
78]. Elles ont montré de bonnes corrélations avec des biomarqueurs fonctionnels dans
des cohortes au statut en Se relativement faible, ainsi qu'une réactivité a la
supplémentation en Se de sources alimentaires (principalement la SeMet). Les
échantillons du sang peuvent étre séchés et ensuite analysés par analyse de fluorescence
aux rayons X [79]. Néanmoins, les mesures du Se dans le sang total peuvent étre
difficiles a interpréter dans la mesure ou elles comprennent des constituants cellulaires
et non cellulaires qui ont tous les deux des composantes spécifiques et non spécifiques.
Le sang total reflete un statut a plus long terme, car les érythrocytes ont une durée de vie
de 120 jours [80, 81].

2.2.2.3. Les cheveux et les ongles

Les cheveux et les ongles ont été utilisés pour évaluer le statut du Se a long terme
dans les études épidémiologiques, offrant Il'avantage d'un stockage simple et peu
colteux des échantillons. Leur analyse exige un nettoyage minutieux, en s'intéressant
particulierement aux cheveux pour savoir si les sujets ont pu utiliser des shampoings
antipelliculaires contenant du sulfure du Se. Le sélénium a été déterminé dans les deux
types d'échantillons par analyse par activation neutronique, ou par spectrophotométrie
d'absorption atomique a génération d'hydrure (HG-AAS) aprés digestion acide. Grace a
des procédures normalisées de collecte de ces échantillons, les niveaux du Se dans les
cheveux et les ongles sont en bonne corrélation avec la concentration de Se dans le
sang/plasma [77]. Leur utilisation pour évaluer I'état du Se repose sur I'hypothese
implicite que leur contenu en Se reflete un composant du Se corporel pertinent sur le
plan métabolique, une hypothése qui n'a jamais été validée. En fait, le Se des
cheveux/des ongles n'est pas en équilibre dynamique avec un quelcongue composant du

Se circulant ; il s'agit en fait d'une forme excrétoire de I'élement. En tant que tel, les
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échantillons de chaque élément représentent des portions de chacun qui ont été sécrétées
a un moment donné dans le passé, ce qui refléte probablement I'état du Se a ce moment-
la et les rend plus utiles dans les études de populations ayant des pratiques alimentaires
stables. Ces contributions sont trés faibles par rapport a la production du Se urinaire et
peuvent étre ignorées dans l'estimation de la rétention de Se [38].

2.2.2.4. Urine

La concentration du Se dans les urines peut également étre utilisée pour évaluer
I'état du Se parce qu’elle permet de prévoir une partie des variations observées dans la
concentration du Se plasmatique et elle pourrait étre aussi un parametre supplémentaire

plus sensible pour les expositions professionnelles a court terme [82, 83].

Selon une étude récente la concentration du Se urinaire peut aussi identifier les
variations régionales de 1’état du Se [82]. Ce qui est susceptible de refléter des
différences du Se caractéristiques de ces systemes alimentaires, par exemple déterminé

par le type du sol et I’acces a différents groupes alimentaires.

L'urine est la principale voie d'excrétion du Se, principalement sous forme de
sélénosucre [38, 84, 85]. Environ 50 a 70% du Se ingéré est excrété par 1’urine [86]. En
raison de la variation intra-individuelle du débit urinaire lié a I'nydratation, la collecte
d'urine sur 24 heures est considéree comme la méthode la plus appropriée pour mesurer
les concentrations d'éléments dans l'urine [87]. Cependant, la nécessité de collectes
multiples limite l'utilisation de la concentration urinaire a des populations plus petites en

raison de difficultés logistiques [88].

Dans les études qui ont analysé les concentrations élémentaires d'une urine
unique ("spot" ou "occasionnelle™) comme biomarqueur du statut, des difficultés ont été
signalées en raison de la variation de I'état d'hydratation, de I'apport en liquide, de
I'activité physique, de la température, de la malnutrition protéique et des facteurs
génétiques [38, 87, 89].

2.2.3. Les sélénoprotéines

L'un des critéeres d'évaluation des besoins physiologiques d'un nutriment est
I'apport nécessaire a la maximisation d'une enzyme ou d'autres fonctions biochimiques
connues. Pour le Se, plusieurs sélénoprotéines sont utilisées comme biomarqueurs du

statut sélénié.
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Le sélénoprotéome humain est codé par 25 genes [90]. La plupart de ses
membres sont impliqués dans la régulation de la signalisation redox [91]. L’exemple le
mieux connu de cette fonction redox est la réduction du peroxyde d’hydrogene ou des
hydroperoxydes lipidiques par la glutathion peroxydase (GPx) [92] ou encore de la
thioredoxine-réductase, nécessaire a la reduction des ribonucléotides en

désoxyribonucléotides, ainsi qu’a la détoxification des radicaux libres [93].

D’autres sélénoprotéines interviennent dans des mécanismes aussi importants
que la biosynthése des hormones thyroidiennes a I’exemple de la famille des
iodothyronines désiodases. Au niveau de la thyroide, il existe une interrelation tres

étroite entre le métabolisme du Se et celui de I’iode [56].

La sélénoproteine T (SelT) est une protéine thiorédoxine-like abondamment
exprimée au cours de développement embryonnaire, apres la naissance, elle est
réexprimée au niveau cardiaque suite a une ligature de I’artére coronaire, suggérant le
role potentiellement protecteur de cette protéine au cours des pathologies

cardiovasculaires [94] et neurodégénératives [95].

Les membres les mieux étudiés et les plus abondants du sélénoprotéome humain
appartiennent a la famille des GPx, qui réduisent les hydroperoxydes en utilisant des
équivalents réducteurs du glutathion réduit [96].

La GPx1 est un homotétramére; chaque sous-unité de 23 kDa contient un résidu
SeCys en son centre actif. Elle est chez les mammiféres la plus abondante et I’'une des
principales protéines qui joue le role d’antioxydant. Son activité est contr6lée dans le
foie sous I’influence du Se. C’est une enzyme cytosolique qui est exprimée dans chaque

cellule, particulierement dans les érythrocytes [97].

La GPx 2 est I’homologue la plus proche de la GPx 1, mais elle est
principalement localisée dans D’appareil gastro-intestinal [98]. Certains auteurs la
considerent comme la premicre ligne de défense de I’organisme en cas d’ingestion de
molécules pro- radicalaires [98]. Des fonctions régulatrices sont également envisagées
pour la Gpx 2, notamment dans le controle de 1’apoptose et de la prolifération cellulaire

[98].
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La GPx 3 est aprés la SePP, la sélénoprotéine la plus abondante dans le plasma
[99, 100]. Elle est composée de polypeptides d’environ 22 KDa [101].

La GPx 4 est un polypeptide localisé dans les mitochondries et le cytosol. Elle est
appelée également phospholipide hydroperoxyde glutathion peroxydase [101] Elle
réduit spécifiguement les acides gras estérifiés par les hydroperoxydes en
phospholipides, ainsi que les hydroperoxydes intégrés aux membranes, soulignant une
fonction de protection des membranes biologiques [102]. C’est toutefois une fonction
originale qui la caractérise. Elle est la sélénoprotéine majoritaire dans les testicules et
elle joue un role structural fondamental dans la formation de la piece intermédiaire des
spermatozoides, composée de nombreuses mitochondries [103]. Une troisiéme
isoforme, nucléaire, intervenant dans la condensation de la chromatine [104, 105], est
également impliquée dans la spermatogenese, mais ne présente pas d’activité anti-

oxydante [102].

La GPx 6 est la derniere sélénoprotéine de ce groupe a avoir été identifiée, et son

expression semble limitée a I’épithélium olfactif et les tissus embryonnaires [18].

La SePP, produite et excrétée par le foie est considérée actuellement comme
étant le marqueur le plus probant du statut sélénié. Cette derniere fonctionne comme le
principal transporteur de Se vers les tissus périphériques et représente 40 a 60 % du Se
plasmatique total [106]. La SePP est présente dans le plasma sous forme de multiples
variantes avec un poids moléculaire moyen de 60 kDa [107, 108]. Bien que son codage
génétique suggere jusqu'a 10 résidus de SeCys par mole [109], des études chez le rat
n‘ont montré que 7-8 résidus par mole [110].

En fait, la liste des biomarqueurs de la fonction du Se disponibles pour les
études sur I'nomme est beaucoup plus courte, se limitant a ceux présents dans les tissus
accessibles : la GPx3, qui comprend 10 a 25 % de Se plasmatique; la SePP, qui
comprend 20 a 70 % de Se plasmatique et la GPx1, qui peut étre dosée dans les
érythrocytes, les lymphocytes, les cellules buccales et les échantillons de biopsie

tissulaire.

Une grande partie des premiers travaux a porté sur la GPx1 érythrocytaire, la
premiére sélénoenzyme découverte [111]. Son activité est mesurée par

spectrophotométrie au moyen d'un test couplé a la glutathion réductase [112]. Comme le
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fer héminique peut provoquer une oxydation interférente du glutathion dans ce test, il
est nécessaire de traiter les échantillons d'érythrocytes avec le réactif de Drabkin. Des
études plus récentes se sont appuyeées sur l'isoforme extracellulaire GPx3, qui est de
taille et de stoechiométrie similaires, mais qui, contrairement & la GPx1, est une

glycoprotéine produite principalement par le rein.

3. Risques sanitaires liés a la carence en Se

La carence en sélénium est fréquente. Cependant, une carence en Se modérée
n'est pas a elle seule une maladie et ne peut pas étre facilement diagnostiquée par 1'ceil,
la palpation, ou d'autres mesures non invasives. L’état de carence en Se est sans
symptdmes et donc une anamnése sincére, ou bien une analyse en laboratoire et
nécessaire pour identifier une insuffisance en Se. Les risques a long terme de faible
statut en Se se refletent le mieux dans les données prospectives et longitudinales ; dans
les études de cohorte ou I’incidence est calculée. Des analyses épidémiologiques ou un
grand nombre de sujets sains sont comparés dans des études cas-témoins imbriquées, a
permis de déduire les risques relatifs de maladies attribuables & la carence en Se dans
les différents percentiles du statut seélénié [31]. Les analyses menées dans les
populations des régions ou le statut en Se est adéquat, ne peuvent pas étre tres
informatives en raison d'un manque de sujets déficients en Se. L'enquéte prospective
européenne sur le consortium EPIC (Cancer and Nutrition) a montré que les risques de
cancer principalement colorectal et hépatocellulaire sont sensiblement accrus chez les
sujets européens se situant dans les percentiles de Se les plus bas de la population [113,
114]. Des études plus modestes ont indiqué des risques accrus de déces dans l'unité de
soins intensifs lorsque les patients sont déficients en Se, par exemple en cas de
septicémie sévere [115] ou aprés un polytraumatisme [116]. D’autres risques pour la
santé associés a un faible statut en Se incluent les complications de la grossesse [117,
118], l'augmentation du risque cardiovasculaire [119], en particulier dans les cas
d'inflammation [120], une mortalité accrue chez les personnes agées touchées par
n’importe quelle maladie [121], mortalité postopératoire plus élevée et un risque
généralement élevé de maladies liées a I'dge [122, 123]. Récemment la carence en Se a
été associée a une exacerbation de I’infection au Sars-cov 2 [124, 125], ou ils ont

expliqué c¢a par les effets antiviraux du Se provenant d'études antérieures [126, 127].
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4. Risques sanitaires liés a une surexposition au Se

Les effets toxiques du Se et de ses composés etaient connus bien avant que son
réle nutritionnel comme élément trace essentiel ne fut découvert. Cette toxicité dépend
étroitement de la dose mais aussi de la spéciation. L’OMS considére que le Se
inorganique est plus toxique que le Se organique. Parmi le Se minéral, le sélénite serait

plus toxique que le sélénate in vitro et in vivo [128].

Les éetudes cliniques de nouvelles thérapies sont pertinentes pour démontrer des
effets positifs du Se sur la santé, mais sont également menées afin d'examiner de
maniere critique les risques potentiels pour la santé. Par contre, en sciences de la
nutrition, si une carence en une certaine vitamine ou oligo-élément est détectée et que
des suppléments sont utilisés pour corriger une telle carence, les analyses visent
principalement a atteindre 1’état nutritionnel souhaité dans 1’intervalle de référence et

I’attention n’est pas focalisée sur les effets secondaires potentiels.

L’une des principales raisons des malentendus actuels est probablement mieux
mise en évidence par les concepts de « substitution » par rapport a « supplémentation ».
La «substitution » désigne I’apport nécessaire de quelque chose qui manque pour
atteindre la normale. C’est-a-dire I’approche nutritionnelle typique pour corriger un
déficit, tandis que « supplémentation » indique un apport supra-physiologique d’une
substance pure et souvent synthétique. Si on consideére le Se supplémentaire comme
médicaments, bien sir, des effets secondaires négatifs doivent étre attendus et sont

recherchés avec diligence [64].

Chez I'nomme, I'nypothése que le Se réduisait le risque de survenue de plusieurs
maladies chroniques a été émise pendant longtemps, principalement en raison de
I'activité antioxydante des protéines contenant du Se. Cependant, de récentes études
épidémiologiques et de laboratoire modifient cette perception des effets biologiques de
cet oligo-élément essentiel sur le plan nutritionnel [129, 130]. Des essais randomisés ont
montré que la sur-suplementation en Se augmentait le risque de néoplasmes spécifiques
tels que le cancer avancé de la prostate et le cancer de la peau, en plus du diabéte de
type 2 [21, 131]. Des études biochimiques indiquent que le Se peut exercer un large
éventail d'effets toxiques a des concentrations élevées. En outre, sa régulation a la
hausse des protéines antioxydantes (dépendantes et indépendantes du Se) pourrait étre

une manifestation du stress oxydatif auto-induit. Ces effets toxiques du Se peuvent
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inclure un large éventail de changements protéomiques et d'effets néfastes sur la santé
humaine. Etant donné que les effets de I'exposition environnementale & ce
micronutriment sur la santé humaine restent partiellement inconnus, mais sont
potentiellement graves, la toxicité de I'exposition au Se devrait étre étudiée plus en
détail et considérée comme un probléme de santé publique.

5. Sélénium et diabéte

Les premiéres études in vivo sur les animaux ont été réalisées par I'lnstitut de
recherche sur les politiques de I'environnement (IRPE, la Chine) dans les années 1990.
Les années 2000 ont montré que le Se (en tant qu'espéce inorganique) présentait une
action antidiabétique et insulinomimétique [132]. Cependant, les doses employées, 0,9-
4,5 mg/kg de poids corporel sont toxiques pour I'homme mettant en doute I'action
insulinomimétique du Se trouvée [133, 134]. Par ailleurs de nombreuses études ont
indiqué un effet pro-diabétique du Se chez I’homme. En effet, un essai de prévention
nutritionnelle du cancer (NPC) a montré qu’une supplémentation en Se pendant 4,5 ans
avait entrainé un risque nettement plus élevé du DT2 [135]. Le suivi a souligné cette
constatation avec un taux de risque de 1,55 [95% IC, 1.03 - 2.33]. Le risque de DT2 a
méme atteint un taux de risque de 2,50 chez les personnes ayant un taux de Se dans le

plasma supeérieur a 113 pg/L.

La possibilité que les sélénoprotéines soient impliquées dans le contréle de la
glycémie a été suggérée par la découverte de perturbations dans le métabolisme du
glucose dues a la privation en Se [133, 136], & la synthése limitée de plusieurs
sélénoprotéines et a la surexpression de la GPx1 dans des modéles animaux [137, 138].
On peut s'attendre a de tels effets, car le substrat des GPx, le péroxyde d’hydrogéne en
outre, est connu pour participer a la signalisation de I'insuline en oxydant la phosphatase
PTEN (phosphatidylinositol-3,4,5- triphosphate 3-phosphatase) [139, 140]. De méme,
on sait que la synthese de la SePP est supprimée par l'insuline et régulée a la hausse
dans des conditions d'hyperglycémie [141]. Néanmoins, il semble peu probable que de
tels résultats soient pertinents dans la perspective qu'une exposition a un niveau élevé
de Se augmenterait le risque de DT2, car les sélénoprotéines sont exprimeées au
maximum a des niveaux d'absorption de Se inférieurs a ceux qui sont censés étre
associés au risque de DT2. Par conséquent, bien qu'il semble prudent de surveiller la

glycémie a jeun, l'insuline et I'HbAlc dans des essais d'intervention avec des niveaux
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supranutritonaux de Se, le biomarqueur de Se le plus utile pour ce risque présumé reste
la concentration plasmatique de Se avec un taux pratique supérieur a une limite qui ne

semble pas étre inférieure a 300 ng/mL

5.1. L’action du sélénium sur les mécanismes moléculaires du diabéte
Les études sur le Se en diabétologie peuvent étre classées selon qu’elles se
concentrent sur le stress oxydatif, la signalisation ou la résistance a I’insuline et

I’influence sur le métabolisme des glucides et des acides gras [138].

5.1.1. Sélénium et stress oxydatif dans le diabéte de type 2

Le DT2 est associé a un stress oxydatif accru [142]. Ainsi, les propriétés
antioxydantes des sélénoprotéines ont conduit a I'hypothése que le Se a un effet
protecteur contre le DT2, améliorant ainsi le potentiel des lésions cellulaires dans le
pancréas, la normalisation de la production d'insuline et de sa libération [32]. La théorie
protectrice originale est née du fait qu’en général, les cellules B des Tlots pancréatiques
ont une teneur limitée en antioxydants dues a la faible expression intrinseque des
enzymes antioxydantes [143]. Parmi les sélénoprotéines, la GPx1, d'autres isoformes de
GPx, principalement la GPx4 [144, 145] et éventuellement la selénoprotéine S
(SELENOS), sont régulées par le glucose [146] et donc, impliquéés dans le diabete
[147]. La SELENOS semble étre impliquée dans la réponse au stress des urgences et
I'inflammation [148, 149]. Le traitement a l'insuline a induit une augmentation
significative de SELENOS dans les adipocytes des diabétiques, mais pas dans les

groupes de contréle correspondants [150].

D'autres sélénoprotéines peuvent contribuer a une bonne régulation métabolique
du pancréas, telle que la sélénoprotéine T. En effet des études I’ont impliquée dans la
libération correcte de I'insuline dans les cellules B cultivées des murins [151, 152]. La
régulation de I'équilibre redox cellulaire est cruciale pour la sécrétion d'insuline par le
pancréas. Toute dérégulation aboutit a un endommagement des cellules B par des
espéces réactives de I'oxygene (ROS) [153]. Toutefois, une déplétion excessive en H,0,

est a ’origine d’une perturbation de la signalisation de 1'insuline.

5.1.2. Le sélénium dans la signalisation et la résistance a ’insuline
L'effet du Se et des sélénoprotéines sur le metabolisme des glucides et la

signalisation de l'insuline est sans aucun doute compliqué et nécessite des études plus
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approfondies [153]. Certaines études de modéles ont montré que le Se peut contribuer
positivement a la signalisation de I'insuline en normalisant l'activité de I'ATPase
K+/Na+ [154], en diminuant [I'expression des cytokines pro-inflammatoires
(interleukine-1p, facteur de nécrose tumorale o, et interféron-y), et en influengant
I'noméostasie intracellulaire du calcium et du zinc [155]. La liaison de I'insuline a son
récepteur au niveau de la membrane plasmique des adipocytes déclenche la cascade de
signalisation de l'insuline, qui est accompagnée d'une explosion de peroxyde
d'’hydrogene qui agit comme un second messager [156, 157]. C'est pourquoi la forte
activité antioxydante des sélénoprotéines comme la sélénoprotéine cytosolique GPx1
peuvent interférer avec la signalisation de l'insuline par le balayage des molécules de
peroxyde d'hydrogéne (le second messager) [132, 158]. Une protection antioxydante
excessive, comme cela a été démontrée par McClung et al [138] peut supprimer les
cascades de signalisation de l'insuline, induisant le balayage excessif des messagers
actifs [138, 153].

En conséquence, les sélénoprotéines ont fait I'objet d'une attention particuliere en
diabétologie. La SePP a été impliquée dans linsulinorésistance [33, 34]. Une
augmentation significative des niveaux de SePP sont corrélés avec I'état de intolérance
au glucose chez les personnes présentant une tolérance normale au glucose, un
prédiabete et le diabéte de type 2 [159]. Des analyses sérielles de I'expression des génes
et puce a ADN ont trouvé des niveaux d'’ARNm SePP hépatique plus élevés chez les
patients diabétiques que chez les patients oncologiques [34]. La SePP dans le pancréas
s'est révélée étre affectée par le glucose et l'insuline [34, 153]. Outre l'action
antioxydante, la SePP est principalement considérée comme un effecteur potentiel de la
signalisation de l'insuline puisqu' elle est négativement corrélée avec l'adiponectine
circulante, un important prédicteur du DT2 [160]. Cependant, les études sur la SePP
humaine ont été récemment critiquées pour avoir déclaré des données non
physiologiques des niveaux élevés de la protéine [161], probablement en raison de
défauts de l'analyse de la méthodologie utilisée [162], qui remet en question les
conclusions et recommande des études complémentaires et la validation de techniques
analytiques. Dans cette optique, le protéome plasmatique des patients atteints de DT2
(par rapport aux témoins) a montré un niveau elevé pour plus de 60 protéines, dont la
SePP [163].
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5.1.3. Influence du sélénium sur le métabolisme des glucides et des acides gras

Le selénium peut contribuer au métabolisme des acides gras et des hydrates de
carbone. Zhao et al ont observé une altération du métabolisme des lipides et des
protéines chez des porcs en croissance, nourris avec un régime alimentaire a forte teneur
en Se [164]. Les auteurs ont constaté une augmentation des triglycérides, des acides
gras non estérifiés et du cholestérol total dans le foie et/ou le tissu adipeux [164].
D'autres indications montrent qu'un apport excessif en Se peut affecter le métabolisme

des acides gras [165].

Des souris supplémentées en Se (20 umol/L de sélénate de sodium dans I'eau
potable pendant 16 semaines) ont présenté une altération du métabolisme de I'énergie et
des acides gras dans le foie avec une augmentation du poids corporel [166]. Deux
groupes majeurs de génes et de métabolites ont été affectés : (i) les transcriptions de
genes et les métabolites liés au transporteur bidirectionnel du glucose 2 (Glut2) et (ii)
ceux-ci liés a la carnitine-palmitoyltransférase 2 (Cpt2) et a I'acétyl-CoA acyltransférase
(Acaal) [166].

En conclusion, les études sur le Se et le diabéte réalisées sur I'homme ne sont pas
encore totalement concluantes, en méme temps, les sélénoprotéines autres que celles de
la famille des GPx, des iodothyronine déiodinases (DIO) et de la SePP n'ont
malheureusement presque pas €té étudiées en ce qui concerne leur role probable dans la
régulation endocrinienne. Ainsi, les hypothéses sur leur role dans la physiopathologie
du diabete sont plus ou moins spéculatifs a ce stade. Les chercheurs considérent qu'une
meilleure compréhension des sélénoprotéines non encore explorées pourrait éclairer
davantage le réle du Se dans différents aspects de la santé et de la maladie humaine. En
outre, une tentative de mise en ceuvre de l'approche d'association transcriptomique et
métabolomique  pour évaluer les changements potentiels du métabolome et du
transcriptome chez les humains supplémentés en Se, serait bénéfique pour la poursuite

des recherches sur le Se en diabétologie
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6. Objectifs

Les différentes études épidémiologiques ont avancé des résultats contradictoires
quant a la relation entre diabéte et statut en Se, mais qu’en est il chez la population
Algérienne et particulierement celle de la wilaya de Tlemcen ? C’est dans 1’optique de
répondre a cette problématique et contribuer ainsi a une meilleure compréhension de la
relation Se/DT2 qu’une partie de ce travail a été réalisée. Hormis 1’étude analytique
transversale, une autre approche in silico a permis d’apporter un mécanisme plausible
d’insulinorésistance dans le cas d’une surexpostion au Se. Pour atteindre ces objectifs ce

travail a été scindé en trois parties :

e Partie 1: Examiner la corrélation possible entre le Se alimentaire et le DT2 chez

des diabétiques de type 2 et des témoins de 1I’ouest Algérien.

e Partie 2 : Déterminer le statut sélénié et étudier sa relation avec le diabete de type
2.

e Partie 3 : Etude in silico, proposer un mécanisme possible de résistance a I'insuline

en cas de surexposition au sélénium.




Partie 1

Relation entre I’apport alimentaire en sélénium

et le diabete de type 2
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Partie 1. Relation entre ’apport alimentaire en sélénium et le diabéte de type 2
1. Introduction

Le sélénium est un micronutriment essentiel pour les humains et les animaux [1].
L’intervalle de concentration de ce micronutriment entre carence et toxicité est
particulierement étroit, d'ou I'intérét de déterminer des apports alimentaires adéquats et

de comprendre les relations entre I'exposition environnementale et la santé [2, 3].

En raison du potentiel des sélénoprotéines a protéger contre le stress oxydatif, on a
émis I'nypothese que le Se prévient le développement de plusieurs maladies chroniques,
notamment le cancer, les maladies cardiovasculaires (MCV) et le diabete de type 2, qui
est une maladie potentiellement associée a un stress oxydatif accru [4, 5]. Cependant,
Plusieurs études sans rapport entre elles indiquent qu'un statut élevé en Se ou une
supplémentation en sélénium est associé a un risque accru de diabéte et a une résistance

a l'insuline [6-10].

Ce métalloide allotropique est introduit indirectement dans la chaine alimentaire via
son accumulation dans les aliments et ’eau [11]. De fagon générale, en dehors de la
supplémentation, les aliments constituent la principale voie d’apport sélénié chez

I’homme, en particulier les protéines d’origine animale ainsi que les céréales.

Pour évaluer I’apport alimentaire en Se d’un sujet ou d’une population, différents
outils existent tels que les rappels (24 heures ou 72 heures), les questionnaires de
fréquence alimentaire et les journaux alimentaires. Chacun de ces outils présente des

avantages et des inconvénients.

Les questionnaires de fréquence alimentaire sont I’outil le plus utilisé dans les études
épidémiologiques pour évaluer 1’exposition nutritionnelle & long terme et permet de
déterminer les apports alimentaires habituels pour des aliments ou nutriments
spécifiques. Cet outil documente les apports alimentaires des individus au cours de la

derniére année et est donc susceptible d’étre faussé par des biais de mémoire.

Les rappels de 24 heures et les journaux alimentaires sont basés sur 1’apport
alimentaire récent sur une période de temps définie. Un nombre suffisant de rappels de
24 heures ou de journaux alimentaires obtenus au cours d’une année permet d’estimer
les apports alimentaires habituels des individus. Contrairement aux questionnaires de

fréquence alimentaire, les rappels de 24 heures sont moins sujets a des erreurs de
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mémoire puisque les individus doivent noter leurs consommations alimentaires de la
journée précédente, mais a [D’inverse ils permettent une évaluation ponctuelle

possiblement moins représentative de 1’alimentation habituelle.

De tous les outils disponibles, les journaux alimentaires sont considérés comme la
méthode de référence pour évaluer les apports alimentaires car ils recueillent toutes les
informations concernant les aliments et les boissons consommées incluant la description
détaillée de 1’aliment, la grosseur/le poids de la portion consommée, le type de cuisson
(lorsqu’approprié), les aliments composant un repas ainsi que leur quantité respective,
les condiments ajoutés, etc... Ces informations sont notées par 1’individu aussitot que
possible aprés 1’ingestion de 1’aliment/repas et ce, sur une période variant de 3 a 15
jours. Toutefois, leur utilisation dans les études épidémiologiques de grande envergure
est peu pratique en raison de ’importante charge de travail demandé aux patients (i.e.
noter avec précision et détail la quantité et la nature de tous les aliments et les boissons
ingérés pendant une période de temps définie) et aux professionnels devant les analyser.
La durée optimale d’analyse se situe entre 7 et 15 jours mais une analyse sur 3 jours
représentatifs (2 jours de semaine et un jour de fin de semaine) constitue le compromis

le plus souvent utilise.

Il est important de connaitre quels sont les apports alimentaires en Se chez la
population d’¢étude afin de déterminer si elle présente une déficience ou non et pour
prévenir les différentes pathologies liées a la carence ou a la toxicité en ce
micronutriment. La littérature et les données sur le sujet sont encore restreintes et

incomplétes en Algérie.

Dans cette partie, nous évaluons 1’association entre 1'apport alimentaire journalier en

sélénium (AAJ) et le diabéte de type 2, chez la population de I'ouest algérien.

2. Matériel et methodes

2.1. Population d’étude

Notre étude a porté sur une population de 158 sujets diabétiques de type 2. Les
patients ont été recrutés a I’Etablissement Publique de Médecine de Proximité de
Remchi, dans la wilaya de Tlemcen, et se présentant pour un bilan biochimique. Le
diagnostic du diabete avait déja été etabli par le medecin spécialiste, selon les criteres

de I’Association Américaine de Diabétologie (ADA). Les patients étaient soit sous

E




Partie 1

hypoglycémiants oraux ou sous insuline. L'échantillonnage avait eu lieu de février & mai
2019.

Un questionnaire avait été rempli a I'aide d'informations recueillies lors d'entretiens
et de dossiers medicaux. L'entretien était fait face-a-face, afin d'obtenir le consentement
éclairé de chaque patient. Il avait commencé par une présentation de l'intérét, du but et
du déroulement de I'enquéte. Le consentement éclairé de tous les participants inclus
dans D’étude avait été obtenus. Les données collectées concernaient le profil
biodémographique des participants (age, sexe, poids, taille, IMC), le tabagisme, les

complications du diabéte et les antécédents familiaux de maladie diabétique.

Le méme principe était suivi pour la population témoin, qui était composée de 200
volontaires en bonne santé, invités a participer a 1’étude en se rendant au centre de
recrutement. Ces volontaires étaient indemnes de toute pathologie et ne consommant
pas d’alcool. Nous avons exclu les patients présentant une endocrinopathie (maladie de
Cushing, dysthyroidie...), les patients traités aux corticoides, antidépresseurs, traitement
hormonal et les diabétiques de type 1. De méme, tous les sujets sous prise
médicamenteuse pouvant interférer avec le stress oxydatif (supplémentation
nutritionnelle aux minéraux antioxydants et vitamines C, A, E, D) ont été exclus de

I’étude.

L’apport alimentaire journalier (AAJ) en Se était évalué en utilisant le rappel des 72
heures, incluant un jour de fin de semaine. Les patients avaient rappelé tous les aliments
consommeés au cours des 72 heures précédentes, y compris les méthodes de préparation
des aliments, les aliments consommeés a I'extérieur et a la maison, des suppléments
nutritionnels et des boissons. L’enquéteur avait amélioré l'exactitude des descriptions
des aliments, en s’aidant d’images de mesures et de mode¢les alimentaires de ménages
standards. L’exploitation des données relatives a la ration alimentaire avait été réalisée
grace a un fichier « CIQUAL, 2017 ». Cette table alimentaire francaise est mise
gratuitement en ligne par I’ANSES (agence nationale de sécurité sanitaire, de
I’alimentation de I’environnement et du travail, France). Elle permet de calculer la

quantité de Se par 100 g d’aliments.
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Les prélévements sanguins avaient été réalisés, au niveau de la veine du pli du
coude, le matin entre 8 h et 9 h aprés un jetine d’au moins 8 heures, pour le dosage de la

glycémie et de I’Hbalc.

La glycémie avait été déterminée par la technique enzymatique au glucose oxydase—
peroxydase (Randox, Antrim, UK) et I’Hbalc par la technique microchromatographique
sur colonne utilisant une résine échangeuse d’ions (Human, Wiesbaden, Germany). Elle
est fondée sur la fixation d’hémoglobine non glyquée sur la résine tandis que la fraction
glyquée HbA1c reste dans le surnageant qui est rapidement séparé.Cette étude a été
menée conformément a I’article n°388 du 31 Juillet 2006 et de la résolution N° 387 du
29 juillet 2018 portant modalités de la recherche biomédicale en Algérie (Journal
Officiel N°46).

Ce travail avait été approuvé par le comité scientifique de I’université de Tlemcen

2.2. Analyse statistique

Apres avoir Vérifie si les variables suivaient une distribution normale, les résultats
étaient exprimés en moyenne + écart type, lorsque les variables continues étaient
conformes a la loi de la normalité. Les analyses de variance (ANOVA) et le test t de
Student avaient été utilisés pour la comparaison entre les moyennes. Dans le cas
contraire, les résultats étaient décrits par la médiane et les percentiles, dans ce cas les
médianes avaient été comparées par les tests de Wilcoxon et de Kruskal-Wallis. Des
régressions multiples étaient utilisées pour déterminer I’association entre 1’apport de
Se et les autres parameétres étudiés. Les différences dans les données qualitatives

avaient été évaluées par le test y2.

Le AAJ du Se avait été classé en fonction des percentiles en 4 quartiles (quartile 1:de
9,46 a 43,1 pg/ jour, quartile 2: de 43,5 a 58,89 ug/ jour, quartile 3: de 58,89 a 89,32 ng/
jour, quartile 4: de 90,26 & 247,30 ug/ jour).

Une régression logistique nominale avait été effectuée pour examiner les associations
entre I’apport de Se et le diabéte de type 2. Les odds ratios (OR) avec un intervalle de
confiance (IC) de 95% avaient été calculés pour chaque quartile d’apport en sélénium:
le quartile 3, dont les valeurs se situent dans la fourchette des recommandations, avait

été considéré comme une catégorie de reférence. L'Agence Francaise de Sécurité
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Sanitaire des Aliments (AFSSA) a conseillé un apport compris entre 50 et 80 pg/jour

pour les adultes [12].

Auparavant, une analyse univariée avait été utilisee. Cette étape consistait a estimer
I’association entre les quartiles de I’AAJ et chaque variable (&ge, sexe, IMC et
tabagisme) en realisant un modele de régression logistique ajusté. Les odds ratio étaient
donc ajustés. Toutes les variables dont le degré de significativité est inférieur a 0.20
seront incluses dans le modéle final de la régression logistique nominale. Ce seuil de
significativité de 0.20 permettrait de prendre en compte des variables qui pourraient étre

des facteurs de confusion possible.

Les résultats étaient considérés comme significatifs a une P-value < 0,05, trés

significatifs a P < 0,01, ou hautement significatifs a P < 0,001.

Toutes les analyses statistiques avaient été réalisees par le logiciel
MINITAB/version 18.

3. Résultats

3.1. Caractéristiques de la population étudiée

Un total de 358 sujets (62 hommes et 296 femmes) ont été inclus dans cette étude.
Les caractéristiques des sujets en fonction de leur statut diabétique sont présentées dans
le tableau 1. Des différences significatives ont été observées entre les cas et les témoins
en termes de sexe. Les complications du diabéte se résumaient a la rétinopathie. La
médiane de ’apport en sélénium des diabétiques était de 74,60 ug /jour contre 70,87ug

/jour chez les témoins. La différence n'était pas significative.

Tableau 1. Caractéristiques de la population étudiée

Caractéristiques Cas Témoins P-value
N 158 200 -

#Age (ans) 595+ 13,4 41,93 +£12,23 0,01

Sexe (% femmes) 91,14 76 0,004
AIMC (kg/m?) 28+ 5,12 26,57 + 4.53 0,01
Glycémie (g/L) 2,06 £ 0,76 0,95+ 0,10 0,001
PHbAlc (%) 8,1 5,8 0,000
Rétinopathie (%) 52,2 0 0,000
®Apport alimentaire en Se 74,6 70,87 0,448

(ng/jour)
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“Moyenne + écart type; "Médiane; Se: sélénium; IMC: indice de masse corporelle
Les caractéristiques selon les quartiles de I'apport alimentaire en Se des diabétiques

sont présentées dans le tableau 2. Sur les 158 diabétiques, 14 étaient des hommes et 144

des femmes. La majorité (85%) est sous des antidiabétiques oraux.

Des différences significatives ont été observées entre les quartiles en termes d'IMC,
de glycémie, d'HbALc et de rétinopathie.

Tableau 2. Caractéristiques de la population diabétique selon les quartiles d'apport

alimentaire en sélénium

Caractéristiques Q1 Q2 Q3 Q4 P-value
9,46 443,1 43,54a58,89 58,89 a 90,26 & 247,30
ng/ jour ng/ jour 89,32 ng/ ng/ jour
jour
N 39 40 39 40
®Age 61+11,2 64,3+13  58,1+10,7 54,2 £ 16,5 0,22

AIMC (kg/m?) 2891 +515 28,31+458 2819+514 27,33+5,07 0,24
4Glycémie (g/L) 1,73+0,70 2,35+0,80 1,60+0,62 2,40+ 0,67 0,02

PHbAlc 8,24+ 1,78 8,1+ 1,69 7,94+ 1,79 9,45+ 2,16 0,01
°Apport 31,74 48,62 64,84 154,1

alimentaire en Se
(ng/jour)

Retinopathie (%) 53 54,5 45 56 0,048

"Moyenne * écart type; "Médiane; Se: sélénium; IMC: indice de masse corporelle

Les caractéristiques selon les quartiles de I'apport alimentaire en Se des témoins sont
présentées dans le tableau 3. Sur les 200 patients, 48 étaient des hommes et 152 des

femmes. Aucune différence significative n’a été observée entre les quartiles.
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Tableau 3. Caractéristiques de la population témoin selon les quartiles d'apport

alimentaire en sélénium

Caracteristiques Q1 Q2 Q3 Q4 P-value
N 38 37 38 37
4Age 64,3+13,5 55+7,71 49,67 + 58 + 9,52 0,199
5,07
AIMC (kg/m?) 27,54 +4,91 28,22 + 27,26 + 26,66 + 0,17
5,76 3,42 4,17
4Glycémie (g/L) 1+0,07 0,98+0,09 0,92+0,07 1,01+0,06 0,95
®Apport 32,17 50,78 82,60 123,8
alimentaire en Se
(ng/jour)

“Moyenne * écart type; "Médiane; Se: sélénium; IMC: indice de masse corporelle

La courbe de la figure 1 montre une association en forme de U entre les variations
des AAJ de Se et d'HbAlc. Par rapport au premier quartile de 1’apport en Se des
diabétiques, le taux moyen d'HbA1c est de 8,24%. Dans le deuxieme quartile, ce taux
diminue & 8,10% puis a 7,94% dans le troisiéme quartile et remonte a 9,45% dans le

quatrieme quartile (Tableau 2).
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Figure 1. Changement des taux d'HbAlc selon les différents quartiles de Se chez les

diabétiques

E



Partie 1

Chez les non-diabétiques, la figure 2 montre également une association en forme de
U entre les niveaux de I’AAJ de Se et d'HbA1c. Dans le premier quartile de Se, le taux
moyen d'HbALc était de 5,46%, puis il a baissé dans le deuxieme quartile a 5,33%, puis
a 5,31% dans le troisieme quartile et est passé a 5,67% dans le quatrieme quartile
(Tableau 3).

5B //

55 /

54 \

HbALe% u # HbAlc %
i3
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Apport en Se (pg fjour)

Figure 2. Taux d'HbA1c selon les différents quartiles de Se chez les témoins

3.2. Association entre le risque de diabéte et ’AAJ de Se

Les résultats de la régression logistique nominale suggérent une association positive
et significative entre la consommation de sélénium et le diabete de type 2. Les résultats
de l'analyse des quartiles sont présentés dans le tableau 4. Il existe un risque accru de
diabete associé a un taux élevé d’AAJ de Se par rapport a la catégorie de référence
(quartile 3). Les AAJ de Se compris entre 90,26 et 247 pg /jour (quartile 4) ont été
associés a un OR non ajusté de 2,12 (95% ClI: 1,05-4,29).

Cette méme régression a également montré une augmentation du risque de diabéte de
type 2 associé a un AAJ de Se tres faible (quartile 1), par rapport a la catégorie de
référence. Des AAJ de Se compris entre 9,46 et 43,1 ug /jour ont été associés a un OR
de 2,51 (95% ClI: 1,25-5,07).

E



Partie 1

Tableau 4. Relation entre les quartiles de I'apport alimentaire en sélénium et le

diabéte dans la population totale

Predicteurs Coefficient Z P-value OR Cl Min CI Max
(95%0) (95%)

Constante -0,262364 -1,25 0,212

AAJ en Se

Q4 0,751912 2,09 0,036 2,12 1,05 4,29

Constante -0,340326 -1,58 0,114

AAJ en Se

Q1 0,922247 2,57 0,010 2,51 1,25 5,07

AAJ : apport alimentaire journalier ; OR : odds ratio ; Cl : intervalle de confiance
4. Discussion

Le Se, a dose adéquate est un élément trace essentiel, a dose élevée il devient
toxique. Certaines études proposent que ces effets apparaissent a des concentrations
étonnamment basses en raison de son potentiel de bioaccumulation [13],
particulierement dans des régions ou le sol est naturellement riche en Se ou a proximité

de certains sites industriels [14, 15].

Nous avons mené cette étude pour étudier 1'association entre 1’apport alimentaire en
Se et le diabéte. L’AAJ en Se a été calculé dans une population atteinte de DT2, puis a

été comparé a celui d'une population saine de I’extréme ouest Algérien.

Des différences significatives ont été observées entre les diabétiques et les non-
diabétiques en termes d'age. Cela peut étre expliqué par l'incidence de la maladie qui
augmente avec I'age et qui est maximale entre 75 et 79 ans, en plus la majorité des
personnes agées développent des maladies chroniques. Des différences significatives
ont été aussi constatées entre les sujets diabétiques et les sujets témoins pour les taux du
glucose plasmatique et d'HbALc qui étaient élevés chez tous les patients diabétiques. Ce
qui permet de conclure que nos diabétiques présentent un déséquilibre glycémique et
qu’ ils sont susceptibles de développer des complications du diabete. En effet, on
remarque que 52,2% des patients ont développée une réthinopathie.

On remarque que les femmes diabétiques sont plus fréquentes dans notre population.
Le diabete frappe aussi bien les hommes que les femmes mais il ne les affecte pas de la

méme maniére : risque augmenté de développer des maladies cardiaques, complications
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possibles lors d’une grossesse, infections urinaires a répétition...etc. Les femmes
diabétiques semblent faire face a davantage de probléme, c’est peut-étre pourquoi les

femmes diabétiques sont les patientes les plus fréquentes.

Pour I'IMC des différences significatives ont été observées entre les deux
populations, le développement de la résistance a 1’insuline et du diabéte sucré de type 2

est étroitement lié a 1’obésité.

L'apport médian en Se des diabétiques était de 74.6 pug /jour contre 70,87 ug /jour
chez les témoins. La différence n'était pas significative. Les niveaux moyens d'apport en

Se alimentaire étaient proches de la fourchette recommandée par I'EFSA [12].

La répartition de ’AAJ en quartiles indique qu’un taux bas ou ¢levé de 1’apport
alimentaire en Se pourrait impacter le métabolisme du glucose. En effet, le quartile 4
suivi du quartile 1 présentent une augmentation significative du pourcentage
d'hémoglobine glyquée (I'HbAlc est considérée comme un marqueur plus fiable
puisqu'il indique les changements a long terme du contréle glycémique). La population
du quartile 4 s’avere donc la plus mal équilibrée et serait alors exposée a 1’apparition
précoce des complications dégénératives diabétiques [16, 17], telles que la rétinopathie

ou on remarque que plus de 56% I’ont développée.

Le lien entre le Se et HbAlc semble étre compliqué et les résultats de cette partie
semblent corroborer la notion d'association en forme de U de 1’apport journalier du Se
avec le métabolisme du glucose et éventuellement d'autres effets sur la santé, liés aussi

bien a la carence qu’a I’exces en Se [18-21].

A premiere vue, ’AAJ en Se n’est pas significativement different entre les cas et les
témoins, mais les résultats de la regression logistique ont montré un risqué accru de
diabete de type 2 associé a un AAJ de Se tres bas (quartile 1) par rapport a la catégorie
de reference (quartile 3). En effet des AAJ en Se de I’ordre de 9,46 a 43,1 ug/jour sont
associés a un OR de 2,51 (95% IC: 1,25- 5,07).

Ceci peut étre expliqué par I’action antidiabétique du Se qui jouerait le rdle
d'insulino-mimétique et un nutriment antioxydant, constituant de sélénoenzymes qui
permettent le recyclage du glutathion. Ces protéines transportent le Se vers les tissus,

jusqu’a sa fixation a la GPx, pour donner la GPx active contre les radicaux libres du
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stress oxydant [22], suggérant un rdle protecteur contre les complications chroniques
liees au stress oxydatif dans la progression du diabéte, puisque la signalisation a

I'insuline et la sécrétion sont associées a I'état d'oxydo-réduction cellulaire [22, 23].

La découverte de Suresh et al, 2013 explique plus en détail ce r6le du Se dans la
protection contre le DT2, en indiquant qu'une diminution du taux de Se sérique peut

conduire a la destruction des tissus et a lI'inflammation chez les patients diabétiques.

En effet, dans une étude réalisée sur des rats diabétiques, les chercheurs ont montré
que le traitement pendant 4 semaines au Se améliore le nombre d'Tlots endocriniens,
avec restauration de la cellularitté normale et de cellules viables dans le tissu
pancréatique [24]. Dans le méme contexte d’autres chercheures ont prouvé que
I’administration du sélénite de sodium (1 ppm) dans une eau de boisson pendant 2 a 4
semaines chez des rats (wistar) diabétiques diminue le glucose sérique, augmente les
niveaux d'insuline, améliore le statut antioxydant hépatique aprés 4 semaines et
entraine une amélioration globale de I'histo-architecture du foie, avec réduction des

dépots lipidiques et de l'infiltration lymphocytaire [25].

De méme, Campbell et al. (2008) ont constaté que le Se participe a l'action de
I'insuline sur les cellules B-pancréatiques, grace a sa capacité a réguler l'expression
génique du facteur insuline promoteur 1 et a augmenter I'expression de I'ARNm de

I'insuline.

Dans le quartile 4, Des AAJ de Se entre 90,26 a 247 ug /jour sont associés a un OR
de 2,12 (95 % IC : 1,05-4,29) par rapport a la catégorie de référence (quartile 3).

Ces résultats suggerent la possibilité qu’un apport alimentaire en Se élevé puisse
étre un facteur de risque du diabete de type 2. lls sont en accord avec des résultats
récents d'études transversales en Chine [26, 27], des études prospectives en Europe
[28], et des résultats d’études cliniques [29]. Ces études ont montré un lien entre la
consommation élevée de Se, le risque accru de diabete de type 2 et la résistance a
l'insuline. L’étude de Pounis G et al, 2014 a montré que le Se alimentaire est associé
positivement et significativement a la glycémie. Une augmentation de 50 pg / jour de Se
alimentaire est associée a des augmentations de la glycémie a jeun de ’ordre de 0,14

mmol / L chez les hommes et de 0,11 mmol / L chez les femmes [30].
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De plus, une étude randomisée et controlée par placebo explore I'impact négatif de la
supplémentation en Se sur I'noméostasie du glucose chez les patients diabétiques [31].
En effet, une supplémentation en Se réduit de maniere significative les concentrations a

jeun d'insuline sérique dans un groupe de femmes obeses [32].

Il existe peu de preuves mécanistes susceptibles de clarifier la relation entre une
exposition accrue au Se et un risque élevé de DT2, par conséquent a I'heure actuelle,
toute discussion de ce type est hautement spéculative.

Pour cela nous avons testée une hypothese dans la derniére partie de cette thése en
se basant sur la modélisation moléculaire et partant de I’idée qu’ a fortes doses de Se,
les groupements thiol (SH) peuvent étre remplacés par des groupements sélénol (SeH),

étant donné la forte homologie entre le soufre et le Se [33].

5. Conclusion
Pour reprendre ’alchimiste et médecin suisse Paracelse « Tout est poison, rien

n'est sans poison; la dose seule fait que quelque chose n’est pas un poison » [34].

Les résultats de cette étude sont en faveur d'une association en forme de U entre
le diabéte et le Se. Un apport alimentaire en Se inférieur ou supérieur aux
recommandations pourrait constituer un facteur de risque du diabéte de type 2. Les
preuves épidémiologiques d'un effet diabétogéne du Se suggerent que les aliments
riches en Se doivent étre consommeés avec précaution, en tenant compte des besoins

alimentaires individuels.

Néanmoins, des etudes supplémentaires sont nécessaires pour clarifier la relation
entre le Se et le diabéte chez I'nomme et pour identifier la plage optimale d'ingestion de
Se afin de minimiser les effets négatifs potentiels sur le métabolisme du glucose tout en
optimisant la prévention du diabéte de type 2. Toutefois, il ne faut pas omettre de tenir

compte de I’individualité de chaque sujet dans la  réponse a l’exposition au Se.
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Here we investigate the association between dietary selenium intake and the risk of type 2 diabetes in a
female population from western Algeria. The analytical study included a total sample of 290 women, 140
type 2 diabetics and 150 controls. The dietary selenium intake has been measured by a 72-hour dietary
recall. The odds ratio (OR) and the corresponding 95% confidence interval (CI) were used to determine

» the relationship between dietary selenium intake and diabetes through logistic regression. The quartile
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in the range of recommended dietary selenium intake was considered as a reference. The average level of
dietary selenium intake was 72.40 pg/day in diabetics and 70.30 pg/day in controls (P > 0.05). The odds
ratio for diabetes, comparing the highest quartile of dietary selenium intake to the reference quartile was
2.21 (95% CI 1.06-4.38; P=0.036). While the lowest quartile had an odds ratio of 2.52 (95% CI 1.25-5.09;
P=0.010). In conclusion, this study indicates that there is a significant association between the risk of
type 2 diabetes and both high and low dietary selenium intake.
© 2020 Société francophone nutrition clinique et métabolisme (SFNCM). Published by Elsevier
Masson SAS. All rights reserved.
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Mots clés : Plusieurs études soulévent des inquiétudes concernant de possibles associations entre une exposition
Sélénium élevée au sélénium et le diabete de type 2. Dans ce travail, nous avons examiné l’association entre
Diabeéte de type 2 I'apport alimentaire en sélénium et le risque de diabéte de type 2, chez une population féminine de

Apport alimentaire I'ouest algérien. L’étude analytique a inclus un échantillon total de 290 femmes, dont 140 diabétiques

de type 2 et 150 témoins ne souffrant d’aucune pathologie. L’apport alimentaire journalier en sélénium
a été mesuré par un rappel de 72 heures. L'odds ratio (OR) et l'intervalle de confiance (IC) a 95 %, corre-
spondant ont été utilisés pour déterminer la relation entre I'apport alimentaire en sélénium et le diabéte
parlarégression logistique. Le quartile se trouvant dans la zone de I'apport alimentaire recommandé est
considéré comme référence. La moyenne de l'apport alimentaire en sélénium était de 72,40 pg/jour chez
les diabétiques et de 70,30 pg/jour chez les témoins (p > 0,05). L’odds ratio pour le diabéte, comparant le
quartile le plus élevé de I'apport alimentaire en sélénium par rapport au quartile de référence était de
2,21 (CI 95 % 1,06-4,38; p=0,036). Alors que le quartile le plus faible présentait un odds ratio de 2,52
(CI195 % 1,25-5,09; p = 0,010). En conclusion, cette étude indique qu'il existe une association significative
entre le risque de diabéte de type 2 et un apport alimentaire en sélénium aussi bien élevé que faible.
© 2020 Société fran-
cophone nutrition clinique et métabolisme (SFNCM). Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction

Selenium (Se) is a trace element whose physiological impor-
tance has only been appreciated in the recent past. Its biological
form consists essentially of the amino acid selenocysteine,
which is the active site of selenoproteins, most of them are
enzymes directly involved in the intracellular redox potential
[1].

The potential of selenoproteins to protect against
oxidative stress has suggested that Se has a protective effect
against type 2 diabetes [2]. However, a study of Stranges et al.,
has found a positive association between Se and diabetes in
cancer patients receiving Se supplementation [3]. Indeed, the
findings of some observational cross-sectional studies have
raised concern the high exposure to Semay be associated with
type 2 diabetes or insulin resistance [4]. Thishas been explained
by the deregulation of cellular redox balance, which can
compromise the chemical interactions involved in theinsulin
signaling cascade [5]. In this context, the overexpression of
selenium-dependent antioxidant enzymes promotes the
elimina- tion of intracellular reactive oxygen species and then
dysregulated key regulators of B cells and insulin synthesis and
secretion. Over scavenging intracellular H20: also attenuated
oxidative inhibition of protein tyrosine phosphatases and
suppressed insulin signaling [6-8]. Moreover, Se present in
excess in the body could affect themetabolism and function of
sulfur compounds. The substitution of Sulfur by Se in Sulfur
proteins leads to an inhibition of their activity[9].

In a meta-analysis, Vinceti et al. has
recapitulative

relative risk (RR) of diabetes based on Se exposure, it was 3.6 in
subjects with a Se plasma level of 140 pg/L, while Se dietary
intakesof 75 pg/day was associated with an RR of 1.9 [10].
More studies need to clarify the correlation between Se and
dia-betes risk. Here we evaluate the association between daily
dietary selenium intake (DDSI) and type 2 diabetes in a female
population from Tlemcen department, in western Algeria.

calculated a

2. Materials and methods
2.1. Patients

Our study has focused on a female population of 140
subjects with type 2 diabetes. Patients were recruited at the
Public Prox- imity Medicine Establishment of Remchi, in
Tlemcen department, presenting for a biochemical assessment.
The diagnosis of diabetes had already been made by the
specialist doctor, according to the criteria of the American
Diabetes Association (ADA). They were either on oral
hypoglycemic medication. Sampling took place from February
to May 2019.

A questionnaire was completed using information from
interviews and medical records. The interview was conducted
face-to-face, in order to obtain the informed consent of each
patient.It began with a presentation of the interest, purpose
and conduct of the investigation. Informed consent was
obtained from all par- ticipants included in the study. The data
collected included the biodemographic profile of participants
(age, weight, height, BMI), smoking and family history of
diabetic disease.

The same principle was followed for the control population,
which consisted of 150 volunteers who were invited to
participate in the study by visiting the recruitment center.
These volun- teers do not suffer from any pathology. We
excluded patients with endocrinopathy, treated with
corticosteroids, antidepres- sants, hormone therapy and type 1
diabetes. Similarly, all subjects undergoing medical treatment
that could interfere with oxidative stress (example nutritional
supplements with antioxidant minerals and vitamins C, A, E)
were excluded from the study.

The daily dietary selenium intake (DDSI) was assessed using the
72-hour recall, including a weekend day. Patients had recalled all
foods consumed in the previous 72 hours, including food
prepara- tion methods, foods consumed outside and at home, and
beverages. The investigator had improved the accuracy of food
descriptions, using measurement images and standard
household food mod- els. The data on food intake had been
processed using the table of nutritional composition of Ciqual
(2017).
Blood samples were taken from the vein of the elbow crease in
the morning between (8-9) a.m. after a fast of at least 8 hours for
blood glucose and HbA1lc testing.
Blood glucose level was determined by the glucose oxidase-
peroxidase technique (Randox, Antrim, UK) and HbAic by the
micro-chromatographic column technique using an ion exchange
resin (Human, Wiesbaden, Germany).
This work had been approved by the Scientific Committee of
the University of Tlemcen, as well as by Ethics and Deontology
Committee of the University of Tlemcen (CEDUT).
2.2.  Statistical analysis
After checking whether the variables followed a normal distri-
bution, the results were expressed in mean standard deviation
(SD) for certain data, the one-way analyses of variance and
Student’s t test were used for the comparison between means.
Oth- erwise, the results were described by the median and
percentiles, in which case the medians were compared by the
Wilcoxon and Kruskal-Wallis tests. Differences in the qualitative
data were assessed by the y?2 test.
The DDSI had been classified according to percentiles into 4
quartiles (Q1: 9.46 to 42.03 pg/day; Q2: 42.16 to 56.54 pg/day;
Q3:57.05 to 90.26 pg/day; Q4: 91.18 to 147.30 pyg/day).
A nominal logistic regression was performed to examine the
association between Se intake and type 2 diabetes. The OR with
95% confidence interval (CI) were calculated for each Se intake
quartile: quartile 3, with values that are in the range of
recommen- dations for Se intake had been considered as a
reference category. The French Food Safety Agency (AFSSA)
advised an intake between50 and 80 pg/day for adults [11].
Previously, a univariate analyses had been used. This step con-
sisted in estimating the association between DDSI and each
variable (diabetic/non-diabetic, age, and BMI) by performing a
simple logis- tic regression. OR was therefore unadjusted. All
variables whose degree of significance are less than 0.20 will
be included in the final logistic regression model. This
significance threshold of 0.20 would allow variables that could
be possible confusion factors tobe considered [12]. In this case,
the odds ratio of age and BMI were higher than 0.20, so the
regression model was not adjusted.
P < 0.05 was considered to be statistically significant. All statis-
tical analyses were performed by MINITAB/version 18 software.
3. Results

3.1. Characteristics of the study population

A total of 290 women were included in this study. They

were all non-smokers. The characteristics of the subjects

according to their diabetic status are presented in Table 1.

Insignificant differences have been observed between

diabetics and non-diabetics in terms of age, BMI. The

median Se intake of diabetics was 72.40 pg/day versus

70.30 pg/day in the controls. The difference was not signif-

icant. The average levels of dietary selenium intake were

close to the AFSSA recommendation range [11].

The characteristics according to the quartiles of dietary
Se intake of the diabetics are presented in Table 2.
Insignificant differences



Table 1
Characteristics of the study population.
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Characteristics Diabetics Controls P-value
N 140 150 -
Age (years)” 59.20 + 13,50 56.70 + 10.50 0.185
BMI (kg/m?)? 28.70 = 5.11 27.42 = 4.16 0.090
Blood glucose (g/L)* 2.05+0.75 0.96 + 0.08 0.001
HbA1. (%)" 8.40 5.44 0.001
Se intake (ug/day)h 72.40 70.30 0.890
4 Mean + SD
b Median; Se: selenium; BMI: body mass index.
Table 2
Characteristics of the diabetic population according to quartiles of dietary selenium intake.
Characteristics Q1 Q2 Q3 Q4 P-value
N 38 39 38 39
Age® 60.3 +11.2 64.8 +13.6 58.1+10.4 534 +16.1 0.14
BMI (kg/m?)? 28.61 + 4.89 28.89 + 4.73 29.64 + 5.25 27.62 + 5.53 0.17
Blood glucose (g/L)" 1.73£0.71 2.34+0.79 1.78 £ 0.62 2.36 = 0.65 0.02
HbA1c (%)° 8.19 8.07 7.93 9.38 0.01
Se intake (pg/day)® 31.59 47.65 62.96 147.5
@ Mean + SD.
b Median; Se: selenium; BMI: body mass index.
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Fig. 1. Changes in HbAlc levels according to different Se
quartiles in the diabetic population.

were observed across all quartiles of selenium intake in terms of
BMI and age, whereas the differences observed in terms of blood
glucose and HbAlc were significant. The first quartile and the fourth had
the highest HbAlc levels.

Table 3 summarizes characteristics of the control population
according to quartiles of dietary selenium intake. No significant
differences were observed in term of age, BMI, blood glucose and
HbA1lc.

The curve in Fig. 1 showed a U-shaped association between the
DDSI levels of Se and HbAlc in the diabetic population. In the first
quartile, the average HbAlc level was 8.19%, then decreased to 8.07% in
the second quartile, then to 7.93% in the third quartile, and increased to
9.38% in the fourth quartile (Table 2).

In non-diabetics, the Fig. 2 showed also a U-shaped association
between the DDSI levels of Se and HbA,.. In the first quartile of Se, the
average HbA;. level was 5.46%, then drops in the second quartile at
5.33% then at 5.31% in the third quartile and increased to 5.67% in the

fourth quartile (Table 3).

34
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Fig. 2. Changes in HbA1c levels according to different
Se quartiles in the non-diabeticpopulation.

3.2. Association between diabetes and DDSI

The results of nominal logistic regression suggest a
significant association between selenium consumption
and diabetes. Results of the quartile analysis are listed in
Table 4. There was an increased risk of diabetes
associated with a high rate of the DDSI comparedto the
reference category (quartile 3). DDSI in the range of
90.95 to 147 pg/d (quartile 4) have been associated with
an OR of 2.21 (95%CI 1.06-4.38; P=0.036).

This same regression also showed an increase in the
risk of type 2 diabetes associated with a very low DDSI
(quartile1l) compared to the reference category. DDSI in
the range of 9.46 to 42.05 pg/j havebeen associated with
an OR of 2.52 (95% CI 1.25-5.09; P=0.01).

4. Discussion

Se at an adequate dose is an essential trace

element but at ahigh dose it becomes toxic. Some

studies suggest that toxic effectsappear at surprisingly

low concentrations due to its potential for

bioaccumulation [5], particularly in the regions where

the soil isnaturally rich in Se or in the vicinity of some

industrial sites [13,14].

We have conducted this study to investigate the

association between dietary Se intake and diabetes in
women.



4 A. Behar et al. / Nutrition clinique et métabolisme xxx (2020) xxXX-xxx

Table 3

Characteristics of the control population according to quartiles of dietary selenium intake.

Characteristics Q1 Q2 Q3 Q4 P-value
N 38 37 38 37
Age” 643+ 135 55+7.71 49.67 + 5.07 58 £9.52 0.199
BMI (kg/m?)* ) 27.54 = 4.91 28.22 = 5.76 27.26 * 3.42 26.66 * 4.17 0.17
Blood glucose (g/L)* 1+0.07 0.98 =+ 0.09 0.92 + 0.07 1.01+0.06 0.95
HbAjc (%)° 5.46 5.33 5.31 5.67 0.1€
Se intake (ug/day)h 32.17 50.78 82.60 123.8
2 Mean = SD.
b Median; Se: selenium; BMI: body mass index.
Table 4
Relationship between the quartiles of dietary selenium intake and diabetes in total population.
Predictors Coeffici VA P-value o CI Min (95%) CI Max
ent R (95%)
Consta —0,262 —1,25 0,212
nteSe 364
DDSI
Q4 0,751912 2,09 0.036 2 1.06 4.38
2
1
Constante —0,340 —~1.58 0.114
Se DDSI 326
Q1 0,922247 2.57 0.010 2 1.25 5.09
5
2
The results indicate that a low or high level of dietary characterized by insulin resistance, hyperglycemia,

intake of Se could impact glycemic control.

Indeed, in the diabetic population, quartile 4 followed by
the quartile 1 present a significant increase in the percentage
of gly- cated hemoglobin. The population of quartile 4 is
therefore the most unbalanced and would then be exposed
to the early onset of diabetic degenerative complications
[15,16]. The same note for non-diabetics except that the
association is more pronounced in diabetics than in non-
diabetics.

This latter finding seems to support the notion of a U-
shaped association of daily Se intake with glucose
metabolism and possiblyother health effects [17-19].

At first glance, the DDSI was not significantly different
between diabetics and controls, and are within AFSSA’s
recommendation range, but the results of logistic regression
has showed an increased risk of type 2 diabetes associated
with a low DDSI (quartilel) com- pared to the reference
category (quartile 3). DDSI in the range of
9.46 to 42.05 pg/day has been associated with an OR of 2.52
(95%CI 1.25-5.09).

This can be explained by the anti-diabetic action of Se,
which at adequate dose acts as an insulin mimetic and an
antioxidant nutri- ent constituting selenoproteins such as
glutathione peroxidase (GPx). This enzyme is active against
free radicals [20], suggesting aprotective role against chronic
complications related to oxidative stress in the progression
of diabetes. Insulin signaling and secretion are associated
with the state of oxido-reduction of cells [20,21].

In quartile 4, DDSI in the range of 90.95 to 147 pg/day
has beenassociated with an OR of 2.21 (95% CI 1.06-4.38)
compared to the reference category (quartile 3).

These results suggest the possibility that Se dietary intake
may be a risk factor for diabetes. Some studies have shown a
link between high Se intake diet and an increased risk of type
2 diabetes and insulin resistance. Se supplementation
significantly reducesfasting serum insulin concentration in a
group of obese women [22]. In another study, Dietary Se
intake was positively associated with blood glucose (P <
0.05). Increase of 50 pg/day in dietary Se was associated
with increases of 0.14 mmol/L in men and 0.11 mmol/Lin
women, in fasting blood glucose levels [23].Some
mechanisms have been proposed to explain this resis- tance.
The development of a phenotype similar to type 2 diabetes

hyperinsu- linemia and obesity has been observed in
transgenic mice that overexpress the GPx1 gene [24]. This
antioxidant selenoprotein promotes the elimination of
intracellular hydrogen peroxide, which

regulates the action of key enzymes in insulin
signaling [8]. Overex- pression of this enzyme affects
both pancreatic insulin production and insulin
sensitivity of target cells [4].

In addition, Se presents in excess in the body could
affect the metabolism and function of sulfur compounds,
given the high homology between Sulfur and Se [25]. The
substitution of thiol (SH) groups by selenol (SeH) groups
in sulfur proteins leads to an inhi- bition of their activity
[9]. An in silico approach made it possible to test this
hypothesis. Molecular modeling allows disulfide
bridgesto be replaced by diselenide bridges in the IR. In
this case, the IR loses a large part of its affinity for the
ligand (insulin) and therefore may cause a possible
insulin resistance (unpublished data).

5. Conclusion

The results of this study are in favor of U-shaped
associa- tion between diabetes and Se. Dietary Se intake
both below and above the recommendations might
become a risk factors for type 2 diabetes. Nevertheless,
further studies are needed to clarify the relationship
between Se and diabetes in humans and to identify the
optimal range of Se ingestion in order to minimize
potential adverse effects on glucose metabolism while
optimizing the prevention of type 2 diabetes [18].
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Partie 2. Etude des biomarqgueurs circulants du sélénium

1. Introduction

Le sélénium (Se) est un meétalloide allotropique qui existe dans les
sélénoprotéines sous forme de sélénocystéine [1]. Les sélénoprotéines assurent la
médiation des fonctions les plus biologiques du Se, et ses deux formes courantes
dans le sang, la sélénoprotéine P (SePP) et la glutathion peroxydase (GPx3),
représentent respectivement environ 60 % et 20 % du Se plasmatique [2]. La SePP
est considérée comme un indicateur efficace reflétant I'état nutritionnel du Se in
vivo (avant que le Se ne soit saturé) [3], et tant la SePP que la GPx3 participent a la
défense antioxydante, protégeant les cellules des dommages oxydatifs. Le Se et ses
sélénoprotéines jouent également un réle dans le métabolisme du glucose, en
régulant la conduction de la cascade de signaux d'insuline, I'activité enzymatique
liée au métabolisme du glucose. Le sélénate, forme inorganique du Se imiterait
méme l'insuline [4, 5]. Compte tenu des roles essentiels du Se et des
sélénoprotéines dans la défense antioxydante et du role critique du stress oxydatif
dans le développement du DT2, la relation entre le Se et le DT2 mérite donc d'étre
étudiée. La question de savoir si le taux sérique de Se chez les patients atteints de

DT2 differe de celui des sujets sains reste controversée.

Plusieurs études d'observation ont été menées pour déterminer l'influence
potentielle du Se sur le diabéte [6-8]. Diverses études prospectives ont fait état
d'une réduction du risque diabétique grace a une consommation plus importante de
Se, suggérant un effet bénéfique de la supplémentation en Se [9, 10]. De méme, les
individus ayant des taux de Se plus élevés auraient moins de risque de souffrir du
DT2, comme I'a affirmé une étude prospective sur des hommes et des femmes en
bonne santé dans la population américaine [9]. En outre, dans une analyse
transversale sur les professionnels de la santé, le Se des ongles d'orteils, un

biomarqueur du statut en Se, a été inversement associé au diabete [9].

Certaines études ont donc fait état d'une association entre le Se et le DT2
[11, 12]. Cependant, une enquéte transversale Nord-Trondelag Health Survey n'a
trouvé aucune preuve de l'association significative entre le Se plasmatique et le
DT2 en analysant le statut des oligo-éléments dans le sang des patients diabétiques

[13]. En revanche, d'autres rapports ont prouvé de maniére significative une
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association positive entre le Se et le DT2 [14-16]. La relation entre Se et diabéte est
donc ambigue, les différences entre ces résultats suggérent que certaines

caractéristiques des patients peuvent affecter la réponse au Se.

La présente étude vise & évaluer les niveaux de Se chez les patients atteints
de DT2 dans une population de l'ouest Algérien, en utilisant des indicateurs
combinés de Se plasmatique, SePP, GPx1 et GPx3.

2. Matériel et methodes

2.1. Population d’étude

L’étude a porté sur une population de 230 patients, 115 diabétiques de type 2
et 115 témoins. Les patients diabétiques ont été recrutés a I'Etablissement public de
médecine de proximité de Remchi, wilaya de Tlemcen, et se sont présentés pour
une évaluation biochimique. Le diagnostic du diabete avait déja été établi par le
médecin spécialiste, selon les critéres de I'Association américaine du diabete
(ADA). lIs étaient soit sous hypoglycémiants oraux, soit sous insuline. Les

prélevements ont eu lieu de février a mai 2019.

Un questionnaire contenant les principales informations a été administré a
chaque patient. Le consentement des patients a €té obtenu préalablement a

I’inclusion.

Les prélevements sanguins avaient été réalisés, au niveau de la veine du pli
du coude, le matin entre 8 h et 9 h aprés un jeline d’au moins 8 heures, pour le
dosage de la glycémie, ’HbAlc, l'activité de la Gpxl1, l'activité de la Gpx 3, la
SePP et le Se plasmatique. Les échantillons du sang avaient été recueillis dans des
tubes héparinés de 4 ml, le plasma et les érythrocytes avaient été séparés par
centrifugation a 3000 tours/minute pendant 15 minutes puis des aliquotes ont été

congelées a -80 °C jusqu'a l'analyse.

Le taux du glucose dans le sang a été déterminé par la technique de la
glucose-oxydase (Randox, Antrim, Royaume-Uni) et I’HbAlc par la technique de
la colonne microchromatographique utilisant une résine échangeuse d'ions (Human,

Wiesbaden, Allemagne).
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Les biomarqueurs du statut en Se ont été évalués sur la base des
concentrations plasmatiques en SePP, du Se plasmatique et de I'activité de la GPx1
et de la GPx3.

2.2. Détermination du Se plasmatique

Les concentrations de Se dans le plasma ont été déterminées par analyse de
fluorescence X par réflexion totale (TXRF) a l'aide d'un analyseur TXRF de table
(S2 Picofox, Bruker Nano GmbH, Berlin, Allemagne) comme décrit précédemment
par Hughes et al [17] ou 100ml de sérum ont éte dilués dans 895ml d'eau et
complétés par 5ml d'un standard de gallium (10 mg/l). Des échantillons de 10ml ont
été placés sur des porte-échantillons en verre de quartz, séchés et mesurés a l'aide
d'un spectromeétre de fluorescence X a réflexion totale (S2 PICOFOX ; Bruker AXS
Microanalysis GmbH, Berlin, Allemagne) pendant 2000 s pour chacun. La méthode
a été validée avec un sérum étalon Seronorm (Sero AS, Billingstad, Norvege), et
s'est avérée linéaire & des dilutions de 1:3, 1:10 ou 1:20 du sérum étalon ; une
solution étalon de sélénite de sodium a également été testée, et la linéarité du signal
a été vérifiée par analyse de fluorescence X en réflexion totale. Le CV inter-essai a
été déterminé comme étant inférieur a 10 % dans la gamme de concentration de 50-

150 mg Se/l de sérum.

2.3. Détermination de P’activité des glutathion peroxydases

L’activité de la GPx1 des érythrocytes a ¢été ¢étudiée par la méthode de
Gunzler et al [18]. La quantité de glutathion oxydée par I'nydroperoxyde de tert-
butyle (t-Bu-OOH) a été mesurée en suivant la diminution de I'absorption du
NADPH a 340 nm (température = 25°C ; pH = 7) sur un spectrophotomeétre a
double faisceau SPECORD® 210 plus (Analytik Jena Germany). Le t-Bu-OOH est
utilisé parce qu'il est spécifiqgue a la GPx sélénodépendante, contrairement a
I'nydroperoxyde de cumene, qui mesure également l'activité de la glutathion
peroroxydase non sélénoide. L'activité enzymatique de la GPx3 plasmatique a été
déterminée par un test enzymatique couplé, contrdlant la consommation de NADPH
a 340 nm de la méme maniére que la GPx1 érythrocytaire [18].

™



Partie 2
2.4. Détermination de la concentration plasmatique en SePP

Les concentrations de SePP dans le plasma ont été mesurées a l'aide d'une
méthode ELISA validée et décrite par Hybsier et al [19]. Un anticorps spécifique de
SePP (clone mAb2, développé par InVivo, Henningsdorf) a été couplé a des billes
d'agarose activées par l'aldéhyde (résine de couplage AminoLink® Plus, Thermo
Fisher Scientific) conformément aux instructions du fabricant (1,3 mg d'Ab2 par
mL lit de colonne). Les échantillons de sérum ou de plasma, 35 mL de chacun, ont
été dilués au 1:2 avec un tampon de liaison (PBS, pH 8,0) et filtrés a travers une
membrane Supor® PES avec des pores de 0,8 um (Pall GmbH). Le filtrat a été
incubé avec le lit de la colonne pendant une nuit en batch a 4 °C a l'aide d'un
agitateur rotatif, puis transféré dans une colonne vide. L'écoulement a été collecté et

le lit de la colonne a été laveé cing fois avec 10 ml de tampon de liaison.

L'élution a été réalisée par étapes avec de l'acide citrique (50 mM, pH 2,0),
et les éluats ont été neutralisés par du Tris 1 M, pH 9,0. Le flux traversant, le lavage
et I'éluat ont éte recueillis et analysés par SELENOP-ELISA.

Le protocole de 1’étude a été validé par le comité d’éthique local.

2.5. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés en moyenne * écart-type pour les données
suivant une distribution Gaussienne, les analyses de variance unidirectionnelle et le
test t de Student ont été utilisés pour la comparaison entre les moyennes. Sinon, les
résultats ont été décrits par la médiane et les percentiles, dans ce cas les médianes
ont été comparées par les tests de Wilcoxon et de Kruskal-Wallis. Les différences

dans les données qualitatives ont été évaluées par le test y2.

L’association bivariée entre les différents parametres a été étudiée par la

corrélation de Pearson.

La SePP a été classée selon les percentiles en 4 quartiles (Q1 : 1,2 a 4,17
mg/L; Q2:4,2a51mg/L;Q3:52a6,1mg/L;Q4:6,2a14,2mg/L).
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Le Se plasmatique a été classé selon les percentiles en 4 quartiles (Q1 :
21,76 a 81 pg/L ; Q2 : 81,10 4 89,66 ng/L ; Q3: 90,40 a 104,48 pg/L ; Q4 : 104,58
4143,24 pg /L)

Une régression logistique nominale a été effectuée pour examiner
I'association entre le Se plasmatique, la SePP et le diabéte de type 2. Les OR avec
un intervalle de confiance (IC) de 95% ont été calculés pour chaque quartile : le
quartile 1, avec de faibles valeurs, a été considéré comme une catégorie de

référence.

Auparavant, une analyse univariée avait éteé utilisée. Cette étape consistait a
estimer 1’association entre les quartiles de la SePP et du Se plasmatique et chaque
variable (age, sexe, IMC, GPx1, GPx3.....) en réalisant un mode¢le de régression
logistique ajusté. Les odds ratio étaient donc ajustés. Toutes les variables dont le
degré de significativité est inférieur a 0.20 seront incluses dans le modéle final de la
régression logistique nominale. Ce seuil de significativité de 0.20 permettrait de
prendre en compte des variables qui pourraient étre des facteurs de confusion
possible [20].

P < 0,05 a été considéré comme statistiguement significatif. Toutes les

analyses statistiques ont été effectuées par le logiciel MINITAB/version 18.
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3. Résultats

3.1. Caractéristiques de la population étudiée

Au total, 230 personnes ont été incluses dans cette étude. Les caractéristiques

Partie 2

des sujets en fonction de leur statut diabétique sont présentées dans le tableau 1.

Tableau 1. Caractéristiques de la population étudiée (cas et témoins)

Caractéristiques Diabétiques Controles P-value

N 115 115 /

Age (ans) ? 59,5+ 134 57,93 +12,23 0,593

Sexe (%) 0,007

Homme 8,69 22,60

Femme 91,31 77,40

IMC (kg/m?*)? 28 + 5,12 26,57 + 0,01
4,53

Glycémie (g/L)? 1,84+ 0,71 0,95+ 0,10 0,001

HbAlc (%) ° 8 58 0,000

Hypertension (%) 26,08 0 0,000

Niveau d’instruction (%) 0,001

< Ecole secondaire 82 33,04

Ecole secondaire 11,65 14,79

> Ecole secondaire 6,35 52,17

Tabagisme (%) 0 21,05 0,000

Situation familiale (%) 0,01

Marié 95,65 78,07

Célibataire 2,60 21,05

Divorcé 1,73 0,78

Se plasmatique (ug/L)" 90,57 91,7 0,657

SePP (mg/L)" 5,875 4,793 0,017

Activity de la GPx1 (U/g Hg) " 114,17 117,241 0,913

Activity de la GPx3 (U/L)" 243,23 245,153 0,530

“ Moyenne + ecart-type ; ® Mediane; Se: selenium; IMC: indice de masse corporelle.

Des différences non significatives ont été observees entre les diabétiques et
les non-diabétiques en termes d'age. Les taux de glucose plasmatique et de
I'HbAlc étaient élevés chez tous les patients diabétiques, traduisant un mauvais

contréle glycéemique. Un pourcentage important de diabétiques se présentant au
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centre hospitalier étaient des femmes (91,31% par rapport a 77,40% des témoins)
et avaient un IMC significativement plus éleve que celui des téemoins.

L’hypertension touchait 26,08 % de diabétiques

En ce qui concerne les paramétres socio-économiques, la plupart des patients
étaient mariés (95,65% vs 78,07% des témoins). Un pourcentage important de
participants diabétiques (82%) n’avaient pas fait d’études secondaires et tous

étaient des non-fumeurs.

En ce qui concerne les biomarqueurs du statut en Se, nous remarquons que
I'activité de la GPx1, l'activité de la GPx3 et le taux du Se plasmatique étaient
Iégerement inférieurs chez les patients diabétiques par rapport aux témoins
(P>0,05). Au contraire, la SePP était plus élevée chez les patients diabétiques par

rapport aux témoins. La différence était significative (P=0,017).

Le tableau 2 résume les caractéristiques de la population diabétique en
fonction de leur type de traitement (groupe 1 avec les antidiabétiques oraux, groupe
2 avec traitement a l'insuline seulement et groupe 3 avec une association entre les
deux). Seule I’activit¢ de la GPx1 et la GPx3 montraient une différence
significative. On a observé que le groupe avec traitement a lI'insuline présentait une

activité de la GPx1 et de la GPx3 plus importante.

Tableau 2. Caractéristiques de la population diabétique en fonction de leur type de

traitement
Caractéristiques Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 P-value
N 87 10 18

*Age (ans) 59,3+11,2 58+ 16,6 60,17 +6,88 0,654

AIMC (kg/m?) 28,88 +4,99  2825+495 2845+583 0,743

Glycémie (g/L) 1,804 0,71 1,796 +0,75 2,07+055 0,168

°HbAlc (%) 8,09 8,08 8,387 0,278

Se plasmatique (ng/L) 94,5+ 19,4 86,7+15,2 89,5+13,2 0,341

GPx1 (U/g Hb) 118,457 4 139,73 87,6+58,6 0,014

GPx3 (U/L) 251,2+37,3 307,2+£26,1 199,6+42,4 0,007

SePP (mg/L) 5,86+1,90 6,66+3,34 5,60+1,82 0,702

® Moyenne + ecart-type ; ” Mediane; Se: selenium; IMC: indice de masse corporelle.
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3.2 Prévalence de la déficience en biomarqueurs du statut sélénié

Un taux de Se plasmatique inférieur a 70 pg/L est considéeré comme déficient
[21]. En revanche, une concentration de 100 pg/L de Se plasmatique est requise pour
une expression optimale de la SePP [22], alors que les activités des glutathion
peroxydases sont optimales a une concentration de 90 pg/L [23]. Nous remarquons
dans le tableau 3 qu’une minorit¢ de la population étudiée (cas; 5,17 % et
controles ; 10,10 %, respectivement) avait des taux de Se plasmatique inférieurs aux
recommandations. Cependant la majorité des diabétiques et des contrbles (67,25 %
et 69,30 respectivement) avaient des concentrations de Se plasmatique insuffisantes
pour la saturation en SePP. En ce qui concerne ’activité des glutathion peroxydases,
pres de la moiti¢ de la population d’étude présentaient un taux de Se plasmatique
satisfaisant.
Tableau 3. Prévalence de la déficience en biomarqueurs du statut en sélénium

Valeurs de % cas | % témoins P- Références
référence value
Se plasmatique <70 pg/L 5,17 10,10 0,179 [21]
>70 pg/L 94,83 89,9
Se plasmatique <100 pg/L 67,25 69,30 0,762 [22]
requis pour la > 100 ng/L 32,75 30,7
saturation de la
SePP
Se plasmatique <90 ug/L 46,56 48,49 0,887 [23]
requis pour une >90 ug/L 53,44 51,51
activité optimale de
la GPx1 (ug/L)
Se plasmatique <90 pg/L 46,56 48,49 0,887 [23]
requis pour une >90 ug/L 53,44 51,51
activité optimale de
la GPx3 (ug/L)

3.3. Associations entre les taux de Se et les paramétres du glycométabolisme
chez les cas et les témoins

Les coefficients de corrélation entre les niveaux de Se et les parameétres du

glycométabolisme ont été analysés dans les deux groupes respectivement. Comme le
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montre le tableau 4, la SePP était positivement et significativement corrélée avec

I'HbAlc chez les diabétiques (r = 0,295 ; P= 0,025), et avec le Se plasmatique chez

les témoins (r = 0,322 ; P=0,001). En outre, la GPx1 était significativement corrélée

avec le Se plasmatique chez les témoins (r = 0,457 ; P=0,001).

Tableau 4. Coefficients de corrélation de Pearson entre les différents parameétres

chez les cas (en vert) et les témoins (en bleu)

SePP Gpx1 Gpx3 Plasma Se | HbAlc
SePP 0,401~ 0,196 0,312 0,073
Gpx1 0,349 1 0,455" 0,231
Gpx3 -0,015 1 0,201 0,219
Se plasmatique 0,139 0,459 0,054 0,354
HbAlc 0,295" 0,041 -0,219 0,030

* P<0,05, ~ P<0,01

3.4. Répartition du Se plasmatique et de la SePP en quartiles

Les caractéristiques selon les quartiles du Se plasmatique de la population

témoin sont présentées dans le tableau 5. Aucune différence significative n'a été

observée, sauf pour la SePP qui était significative. En effet, son taux était plus élevé

dans le quartile 4 du Se plasmatique.

Tableau 5. Caractéristiques de la population témoin selon les quartiles du Se

plasmatique
Caractéristiques Q1 Q2 Q3 Q4 P-
value
N 28 29 31 27
®Age (ans) 52,2+104 54,6+17 59,5+128 53.88+956 0,568
AIMC (kg/m?) 26,04 + 24,54 + 27,52+  27,65+427 0,141
3,75 5,27 3,72
2 Glycémie (g/L) 0,9+0,10 0,95+0,09 095+0,12 0,96+01 0,73
°HbAlc (%) 5,66 5,71 5,56 5,6 0,74
°SePP (mg/L)  4,40+1,21 4,83+1,08 5,12+144  576+254 0,04
8GPx1 (U/gHb)  89,3+346 132,3+40,1 123,6+30,4 158,47+18,7 0,076
4GPx3 (U/L) 247,8436,2  244,8+40 244,6%53,4 253,6+x34,2 0,86
®Se plasmatique 68 85,23 96,73 117

(ng/L)

? Moyenne + ecart-type ; ” Médiane; Se: sélénium; IMC: indice de masse corporelle
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La courbe de la Figure 1 montre une association entre la SePP et 'HbAlc dans la

population non diabétique.
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Figure 1. Evolution des taux de la SePP selon les différents quartiles de Se
plasmatique dans la population témoin

Les caractéristiques selon les quartiles du Se plasmatique de la population
diabétique sont présentées dans le tableau 6. Aucune différence significative n'a été

observée, sauf pour la SePP qui était en faveur de la significativite.

Tableau 6. Caractéristiques de la population diabétique selon les quartiles du Se

plasmatique

Caractéristiques Q1 Q2 Q3 Q4 P-

value
N 29 29 30 27
2Age (ans) 59,9+105 59,1+131 58,6+106 59,6+145 0,859
AIMC (kg/m?) 28,65+ 2984+57 2822+  30,75+6,09 0,288
4,26 4,53

°Glycémie (g/L) 1,85+0,73 1,65+054 1,96+0,68 1,77+050 0,402
"HbA1lc (%) 8,22 8,17 8,31 8,07 0,616

SePP (mg/L) 5,14+ 1,67 6,37t1,60  6,44+192  5.59+245 0,053
"GPx1 (U/gHb) 104,4£53,2 111,2464,9 148453  164,1+585 0,423
SGPx3 (U/L)  251,6+52,6 214,8+485 239,1+33,9 255,5+451 0,164

°Se plasmatique 73,7 86,97 96,7 114,8
(no/L)

 Moyenne + ecart-type ; ° Médiane; Se: sélénium; IMC: indice de masse corporelle
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Les caracteristiques selon les quartiles de la SePP de la population témoin sont
présentées dans le tableau 7. Aucune différence significative n'a été observée en
termes d'age, IMC, glycémie, HbAlc et I’activité de la GPx3. En revanche, les
différences observées en termes de Se plasmatique et d'activité de la GPx1 étaient

significative ou proche de la significativité.

Tableau 7. Caractéristiques de la population témoin selon les quartiles de la SePP

Caractéristiques Q1 Q2 Q3 Q4 P-
value
N 27 29 32 27
®Age (ans) 58+12,8 53,9+ 11,8 62,9+17,2 53,67+9,88 0,324
IMC (kg/m*)  24,07+31 26,74 + 2554+ 29,31 +337 0,141
4,11 5,88
4 Glycémie (g/L) 0,94 +0,10 0,93+0,09 095+009 096+0,11 0,71
PHbAlc (%) 5,40 5,82 5,85 5,9 0,76
Se plasmatique 85,1+ 23,3 90,9£15 91,9+17,4 100,1+19,7 0,038
(ng/L)
8GPx1 (U/gHb) 104,9+515 106,1+30,9 121,5+30,4 147,5+17,7 0,084
4GPx3 (U/L) 239,2+36,2 242,9+45,7 256,3+t475 256,6+45,7 0,799
PSePP (mg/L) 3,35 4,37 5,09 7,59

® Moyenne + ecart-type ; ” Médiane; Se: sélénium; IMC: indice de masse corporelle.

La courbe de la Figure 2 montre une association entre la SePP et I'HbAlc dans

la population non diabétique. Dans le premier quartile, le taux moyen d'HbA1c était

de 5,40%, puis il est passé a 5,82% dans le deuxiéme quartile, puis a 5,85% dans le

troisiéme quartile, et enfin a 5,9% dans le quatriéme quartile (Tableau 5).

s
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Figure 2. Evolution des taux d'HbA1c selon les différents quartiles de la SePP dans

la population témoin

Les caractéristiques selon les quartiles de la SePP de la population diabétique
sont présentées dans le tableau 8. Aucune différence significative n'a été observee,

sauf pour I'HbALc qui était significative.

Tableau 8. Caractéristiques de la population diabétique selon les quartiles de la SePP

Caractéristiques Q1 Q2 Q3 Q4 P-

value
N 29 27 30 29
2Age (ans) 60,9+11 58,3+10.3 572+116 61,3+116 0,361
AIMC (kg/m?) 30,48 + 29,74 + 29,64+ 27,87+456 0,342
8,30 4,11 5,24
°Glycémie (g/L) 1,82+0,63 1,74+0,65 1,87+055 1,78+0,68 0,71
"HbAlc (%) 7,73 7,76 8,22 9,22 0,04
Se plasmatique 89,9+ 26,3 99,9+11 97,9+18,4 94,6+12,5 0,291
(ng/L)

GPx1(UlgHb)  70x475  78,8+60,2 139,6+549 128,24+555 0,494
GPx3 (U/L)  242,6+517 248,7+31,1 245,1%514 231,8+443 0,555
SePP (mg/L) 3,48 5,34 6,34 8,55

¥ Moyenne * ecart-type ; ° Médiane; Se: sélénium; IMC: indice de masse corporelle.
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La courbe de la figure 3 montre également une association entre la SePP et
I'HbAlc dans la population diabétique. Dans le premier quartile, le taux moyen
d'HbAlc était de 7,73%, puis il est passé a 7,76% dans le deuxieme quartile, puis a
8,22% dans le troisieme quartile et enfin & 9,22% dans le quatriéme quartile (Tableau
8).

9.5

8.5 /
8
HbAlc ._-—-c/ “+ HbAle (%)

(%) 1.5

SePP (mg/L)

Figure 3. Evolution des taux d'HbAlc selon les différents quartiles de SePP dans

la population diabétique.

3.5. Modéles de prédiction

Les résultats de la régression logistique nominale suggérent une association
significative entre le Se plasmatique et le diabete. Les résultats de I'analyse des
quartiles sont énumérés dans le tableau 9. Le modele était non ajusté, puisque aucun
prédicteur n’avait présenté un seuil de significativité inférieur a 0,20. Il y avait un
risque accru de diabéte associé a une augmentation du Se plasmatique par rapport au
quartile 1. Le Se plasmatique compris entre 81,10 et 89,66 ug /L (quartile 3) a été
associé a un OR de 2,35 (95% IC 8,88- 6,29 ; P = 0,088), suivis du quartile 4, qui a
été associé a un OR de 2,76 (95% IC 0,92- 6,31 ; P = 0,017).

™
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Tableau 9. Se plasmatique et risque de diabéte dans la population totale

Prédicteurs Coefficient Z P-value OR IC Min IC Max
(95%) (95%)

Constante -0.255933 -1.94 0.347

Se plasmatigue

Q4 0.813349 1,57 0,017 2,76 0,92 6,31

Constante -0.101783 -0.39 0.696

Se plasmatigue

Q3 0.833334 1.70 0,088 2,33 0,88 6,29

Constante -0.543615 -1.83 0.067

Se plasmatique

Q2 1.35455 261 0,191 1.01 0,71 4.70

Les résultats de la régression logistique nominale suggeérent une association
significative entre la SePP et le diabéte, le modéle est non ajusté. Les résultats de
I'analyse des quartiles sont présentés dans le tableau 10. Une augmentation de la
SePP par rapport au quartile 1 a été associée a un risque accru du diabete. Des taux
de SePP compris entre 5,2 et 6,1 mg/L (quartile 3) ont été associés a un OR de 4,23
(95% IC 1,55- 11,55 ; P = 0,005), suivi du quartile 4, qui a été associé a un OR de
4,53 (95% IC 1,63- 12,59 ; P = 0,004).

Tableau 10. Relation entre les quartiles de la SePP et le diabéte dans la

population totale

Prédicteurs Coefficient Z P-value OR IC Min | CMax
(95%) (95%)

Constante -0,594707 -1,91 0,056

SePP

Q4 1,51100 2,90 0,004 4,53 1,63 12,59

Constante -0,476924 -1,59 0,112

SePP

Q3 1,44200 2,81 0,005 4,23 1,55 11,55

Constante 0,243622 0,98 0,326

SePP

Q2 -0,243622 -0,44 0,662 0,78 0,26 2,34

s
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4. Discussion

L'Afrique et I'Algérie n'échappent pas a l'inquiétante augmentation de la
prévalence du DT2, qui dépasse les prévisions faites par 'OMS au début des années
2000. En 2017, pres de 1,8 millions de cas de diabéte sont recensés en Algérie avec
une prévalence nationale de 6,9% [24], ce qui pose un sérieux probléme en Algérie,

tant sur le plan épidémiologique que socio-économique [25-26].

Le présent travail a principalement étudié les niveaux de Se dans une

population atteinte de DT2, puis les a comparés a ceux d'une population saine.

Les données obtenues ont montré que la concentration de SePP était
significativement plus élevée chez les patients atteints de DT2 par rapport aux
témoins sains, alors qu'aucune différence significative du niveau de Se dans le
plasma, de l'activité de la GPx3, de l'activité de la GPx1 n'a été constatée entre les

deux groupes de sujets.

Pour le Se plasmatique, la différence entre la médiane des cas et des témoins
n’était pas significative. En comparant ces résultats avec d’autres études faites en
Algérie, nous remarquons que la concentration moyenne du Se plasmatique
fluctue. En effet en 2006, elle était de 206,72+17,98 ug/L chez des sujets sains de la
région d’Alger [27]. Ce taux a considérablement chuté en 2011 pour atteindre une
moyenne de 72,45+19,99 ug/L chez des sujets en bonne santé de la wilaya de
Tlemcen [28]. Actuellement ce taux est de de 91,7 ug/L chez les témoins. Plusieurs
hypotheses peuvent expliquer cet état de fait, la taille de notre échantillon qui n’était
pas trés grande. L’origine des céréales importées (principale source de Se de notre
population) en ces différentes périodes peut expliquer aussi cette grande variabilite.
Au Royaume-Unis, on avait remarqué que le taux de sélénium avait énormément
baiss¢ depuis que I’on avait arrété I’importation des céréales a partir des régions
séléniferes (USA et Canada) [29]. La viande et le lait produits a Caracas (région
sélénifeére) contiennent jusqu’a dix fois plus de sélénium qu’au Maryland (région
séléniprive) [30]. En Algérie, avant 2006, les ceréales étaient importées
majoritairement du Canada (région sélénifere). En 2007, ’importation a eu lieu a
partir de plusieurs pays tels que ; le Mexique, les USA, la Pologne, la Bulgarie, la
Russie, I’Allemagne et principalement de la France. Depuis 2009, I’importation a

lieu presque exclusivement a partir de la France. Actuellemen, d’autres pays a

s
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I’exemple de I’ Argentine sont entrés en compétion (informations recueillies aupres
du ministére du commerce). Les pays de I’Europe de I’Est ainsi que la France sont

connus pour la faible teneur du sol en sélénium [31].

La valeure médiane de nos diabéiques était de 90,57 pug/L. Elle est conforme
aux recommandations mais aussi nettement inférieure a plusieurs résultats trouvés
dans d’autres études. On cite a titre d’exemple 1’étude de Ifeanyichukwu (2020), ou
la moyenne des patients diabétiques Nigériens était de 268,47+/-54,32 ug/L et
I’étude de Kohler (2018) ou ils ont trouvé une moyenne de 135,4+/- 5,9 pg/L chez
des diabétiques britanniques.

Le Se plasmatique, est légerement élevé chez les personnes traitées par les
antidiabétiques oraux (metformine) par rapport aux personnes sous insuline
(différence non significative) mais dans les trois groupes la concentration

plasmatique du Se reste dans la fourchette recommandée.

Nous remarquons dans le tableau 3 qu’une minorité de la population étudiée
(cas; 5,17 % et controles; 10,10 % respectivement) avait des taux de Se
plasmatique inférieurs aux recommandations, c’est-a-dire inférieurs a 70 pg/L.
Cependant la majorité des diabétiques et des contrbles (67,25 % et 69,30
respectivement) avaient des concentrations de Se plasmatique insuffisantes pour la

saturation en SePP, c’est-a-dire inférieures & 100 pg/L.

Les résultats de cette étude transversale ont montré que des concentrations
plasmatiques de Se plus élevées étaient significativement associeées au risque de
DT2 (Tableau 9) bien que la découverte de Suresh et al (2013), explique davantage le
role du Se dans la protection contre le DT2 en indiquant qu'une diminution des
niveaux de Se sérique peut entrainer une destruction tissulaire et une inflammation

chez les patients atteints de DT2.

Les résultats de la régression logistique ont montré donc une association
positive entre les niveaux de Se plasmatique et la prévalence du diabéte, c’est a dire
un risque accru de DT2 associé a un Se plasmatique élevé (quartiles 3 et 4), comparé
au quartile le plus bas (quartile 1). Les sujets se trouvant dans le quartile le plus élevé
du Se plasmatique, présentaient une augmentation de la prévalence du diabéte
statistiquement significative par rapport a ceux du premier quartile. En effet, le Se
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plasmatique dans I’intervalle de 90,40 a 104,48 pug/L a été associé a un OR de 2,35
(95% IC 0,88-6,29), puis I’intervalle de 104,58 a 143,24 pg /L a été associé a un
OR de 2,76 (95% IC 0,92-6,31).

Les conclusions générales de ce rapport sont en accord avec beaucoup
d’études d'observation, qui ont rapporté des associations positives entre les
concentrations sanguines de Se et le DT2 [32-34]. Des études récentes ont montré
que le DT2 se caractérise par des degrés variables de résistance périphérique a
I'insuline et des défauts de sécrétion d'insuline. Bien que les mécanismes qui sous-
tendent I'insulinorésistance et le DT2 ne soient pas entiérement compris, plusieurs
études soulignent le r6le du stress oxydatif dans I'apparition et la progression du DT2
[14]. Des études expérimentales récentes ont révélé une association entre un apport
élevé en Se et la résistance a l'insuline ou DT2 [16,31, 35-38]. Dans notre étude
publiée en 2020, on a proposé un mécanisme de I’insulinorésistance en cas de
surexposotion au Se, cela suite a une mauvaise incorporation de la SeCys dans les
RI. La substitution de la Cys par la SeCys dans les systemes enzymatiques entraine

une inhibition de leurs activités [39].

Par contre nos résultats sont en contraste avec une analyse transversale de
I'étude Health Professionals qui a montré une association inverse entre le Se des
ongles des orteils et la prévalence du diabete [9]. Parmi les professionnels de la santé
masculins, I'OR pour la prévalence du diabéte en comparant le quartile le plus élevé
et le quartile le plus bas de Se dans les ongles des mains était de 0,43 (95 % IC 0,28-

0,64), avec une relation dose-réponse clairement inverse (P-value=0,001) [9].

La SePP fonctionne comme un transporteur de Se pour acheminer le Se du
foie vers d'autres tissus, jouant un role essentiel in vivo pour maintenir des niveaux
de Se appropriés dans les tissus [40-42]. Son taux était significativement plus élevé
dans le groupe de diabétique par rapport au groupe témoin (5,875 vs 4,793 mg/L, P
< 0,017). La question de savoir si I'élévation du taux de SePP circulant dans le DT2
est une cause ou un effet de I'nyperglycémie est controversée [43]. Plusieurs études
ont établi une corrélation positive entre les concentrations sanguines de SePP et
I'nyperglycémie chez les personnes atteintes de DT2 [43-45]. En effet, notre analyse
bivariée a montré par le biais du coefficient de corrélation de Pearson que la SePP

est corrélée significativement et positivement au taux d’HbAlc (r = 0,295), chez les
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diabétiques. Nos résultats sont en accord avec plusieurs études qui ont identifie des
genes avec des peptides signaux dont les niveaux d'expression hépatique sont
significativement corrélés avec le contrble glycémique, parmi ces genes, le géne
SELENOP (gene qui code pour la sélénoprotéine P) dont les niveaux d'expression

sont positivement corrélés a la résistance a I'insuline et I'nyperglycémie [44].

Le taux de la SePP est corrélé de maniére tres significative au Se plasmatique
chez les témoins (r = 0,312) contrairement aux diabétiques. Ceci montre que le
niveau de Se circulant n’a pas permis 1’expression totale de la SePP chez la
population témoin. Ce résultat suggére que contrairement a la population diabétique,
la plupart des témoins ne présentent pas un taux de Se suffisant, nécessaire a

I’expression de la SePP.

Les résultats de la régression logistique ont montré un risque accru de diabete
de type 2 associé a une concentration plasmatique élevée de SePP (quartiles 3 et 4)
par rapport au quartile le plus bas (quartile 1 de référence) (tableau 10). Des
concentrations de SePP du quartile 3, comprises entre 5,2 et 6,1 mg/L sont
associées a un OR de 4,23 (95% IC 1,55-11,55), puis le quartile 4 (6,2 et 14,2 mg/L)
aun OR de 4,53 (95% IC 1,63-12,59).

Plusieurs études ont été réalisées afin d’expliquer la relation entre la SePP et
le DT2. Dans une étude, Mita et al, 2017 ont constaté que I'augmentation de la SePP
altérait les niveaux d'insuline cellulaire et la secrétion d'insuline dans les cellules
pancréatiques [ [48]. lls ont constaté que le volume des cellules a- et B- diminuait et
que leur disposition était modifiée dans les Tlots de Langerhans des souris traitées a la
SePP. De récentes études d'autopsie suggerent que le volume des cellules B est réduit
chez les patients atteints de DT2 [49].

Des études d'intervention et d'observation a grande échelle ont démontré que
la supplémentation en Se qui régule la SePP était paradoxalement associée a un
risque accru de diabéte chez I'nomme [48, 50]. Oo et al, (2018) ont également
démontré que des niveaux élevés de SePP altérent la signalisation de I'insuline et
déreglent le métabolisme du glucose a la fois dans le foie et dans les muscles par
I'inactivation de la protéine kinase activee par le monophosphate d'adénosine
(AMPK) [44, 51].




Partie 2

Le résultat observé dans le tableau 2, en ce qui concerne la SePP, montre que
son taux plasmatique est plus élevé chez les personnes traitées par I'insuline par
rapport aux personnes prenant des antidiabétiques oraux (metformine). L'expression
de la SePP est également regulée par I'axe AMPK-FoxOs [48]. La metformine, un
médicament largement utilisé pour le traitement du DT2, supprime I'expression de la
SePP par la voie AMPK-Fox0O3a [52-54]. Comme les conditions de culture a haute
teneur en glucose et en lipides inhibent I'activité de 'AMPK, on pense que ces
facteurs nutritionnels régulent l'expression de SePP dans les hépatocytes. La
production de SePP par les hépatocytes joue un réle central dans I'hnoméostasie du Se
et la distribution du Se du foie aux tissus périphériques [55, 56]. Comme pour les
autres protéines contenant de la SeCys, la synthese de SePP est fortement influencée
par l'incorporation de SeCys, qui est significativement affectée par le statut du Se
[55-57].

D’autres études montrent que le diabéte peut entrainer une augmentation de la
biosynthése de SePP hépatique et une augmentation de la SePP circulante [43], ce
qui montre une association positive entre les parameétres, et non [linverse.
L'interaction entre la SePP et le diabéte est donc plus susceptible d'étre une induction
de la SePP via la résistance a l'insuline, et non l'inverse, c'est-a-dire qu'un taux élevé
de Se n'augmente pas le risque de diabéte, mais que le diabéte provoque une

augmentation des niveaux de SePP.

Si les niveaux de SePP dans l'organisme peuvent étre régulés, ceci pourrait
décrire une nouvelle stratégie pour le développement de thérapies contre le DT2
ciblant la SePP, et pour cela, une étude clinique prospective est nécessaire pour
déterminer si des concentrations élevées de SePP dans le sang prédisent I'apparition

future du diabéte de type 2 chez I'hnomme.

En ce qui concerne les enzymes GPX, dans cette étude, I'activité de la GPx1 et
de la GPx3 était légerement inférieure chez les patients diabétiques par rapport aux
témoins. Ce résultat est en accord avec certains rapports publiés dans la littérature
[58-60]. La baisse de I'activité de ces enzymes pourrait s'expliquer par I'épuisement
du systeme de défense antioxydant suite a la surgénération de radicaux libres [61,
62]. Dans des conditions normales, la GPx est une enzyme relativement stable dont

I’optimum de son activité est atteint a un taux de Se plasmatique de 90 pg/L [63],




Partie 2

alors que dans des conditions de stress oxydatif sévere, elle peut étre inactivée. Or, il
s’avere que le diabéte est associé¢ au stress oxydatif et c’est I'un des facteurs de la
pathogenése du DT2 ainsi que du développement de complications diabétiques [64,
65]. La diminution de l'activité de GPx3 chez les patients atteints de DT2 pourrait
étre considérée comme associée a une consommation plus importante de I’enzyme en

réponse a une production accrue de peroxydes [66].

D’un autre c6té, cette diminution a été expliquée par la présence d’un taux de
sucre plus élevé dans le plasma des diabétiques [67]. Ce sucre pourrait étre associé
de maniere non enzymatique a des protéines in vivo (par la réaction de glycation) en
altérant leur structure et/ou leur fonction, comme I'ont démontré d'autres études [68,
69]. L'activité de la GPx est directement corrélée a I'étendue de la glycation de
I'enzyme car la glycation augmente avec la période d'incubation de la GPx avec
différents sucres [58]. Les études de modélisation indiquent que la glycation de la
GPx entraine des modifications de la longueur des liaisons hydrogene des résidus
dans I'nélice de ses sites actifs et par conséquent, une altération de son affinité pour
le substrat [70].

La GPx1 est significativement corrélée au Se plasmatique chez les témoins
seulement (r = 0,312). Ceci est conforme aux études de Gonzélez et al et de Beckett
et al qui ont trouvé aussi des corrélations positives et significatives entre le Se
plasmatique et ’activité des GPx seulement chez la population saine et non pas chez
les diabétiques [58, 71]. Au méme titre que la SePP, ce résultat suggére que le taux
de Se plasmatique ne permet pas une activité optimale de la GPx 1 chez la

population témoin.

L’activité de la GPx3 et de la GPx1, est plus élevée dans le groupe des
diabétiques insulinodépendants que dans les deux autres groupes (P<0,05) (Tableau
2). La GPx3 est un régulateur de I'expression du RI et de la sensibilité a I'insuline
dans le tissu adipeux [72], I’expression du RI étant positivement corrélée a
I'expression de la GPx3. La GPx3 est un marqueur d'adipocytes différenciés [73, 74],
ce qui suggere que les sélénoprotéines sont cruciales pour le bon fonctionnement du
tissu adipeux. Bien que la GPx3 soit considérée comme une glutathion peroxydase

plasmatique, qui est principalement exprimée par le rein, il a été démontré que la
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GPx3 est également exprimée dans les adipocytes, représente une adipokine chez

I'hnomme et appartient a un groupe lié a la sensibilité a lI'insuline [74, 75].

Chez les insulinodépendants, une augmentation de la concentration de
I’insuline, augmente la production des ERO, induit un stress oxydant, et active les
voies métaboliques génératrices d’ERO, dans ce cas 1’augmentation de 1’activité des

enzymes antioxydantes telle que la GPx1 et la GPx3 est justifié.

En plus et de maniere cohérente, la GPx3 est également diminuée dans le
tissu adipeux des patients obeéses et insulinorésistants. L'induction de I'expression de
GPx3 par un traitement au sélénite renforce I'expression de I'IR via l'activation du
facteur de transcription Spl dans les préadipocytes 3T3-L1 et améliore la
différenciation et la fonction adipocytaires [72].

L'expression du RI est en corrélation positive avec I'expression de la GPx3,
un phénotype qui est également conservé chez I'homme. Par conséquent, la
diminution de la GPx3 par la technique du siRNA a réduit I'expression du RI et la
sensibilité a l'insuline dans les préadipocytes 3T3-L1 de ce fait, la GPx3 est un
régulateur potentiellement nouveau de l'expression du RI et de la sensibilité a

I'insuline dans le tissu adipeux [72].

5. Conclusion

En conclusion, les résultats de cette étude montrent que dans 1’ensemble, le
statut sélénié de la population d’étude est satisfaisant. Toutefois, le quartile le plus
élevé du Se plasmatique est associé au risque de diabéte. Il en est de méme pour le
taux de la SePP dont les quartiles 3 et 4 sont associés au risque de diabéte. Bien que
I’essentialité du Se n’est plus a démontrer, beaucoup reste a faire pour déméler
I’écheveau de la relation ambigue entre le Se et le diabéte. Il est a souligner que chez
la population témoin, la corrélation positive et significative entre le Se plasmatique
et la SePP ainsi que la GPx1 traduit que ces sélénoprotéines n’ont pas atteint leur

expression ou activité maximale.
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Partie 3. Surexposition au sélénium et résistance a I'insuline: étude in silico

1. Introduction

Plusieurs études non liées indiquent qu'un statut élevé en Se ou une
supplémentation peuvent étre associés a un risque accru de diabete et a une
résistance a l'insuline [1-6]. Un des mécanismes proposés pour expliquer cette
relation est la dérégulation de I'équilibre redox cellulaire, qui peut compromettre les
interactions chimiques impliquées dans la cascade de signalisation de I'insuline avec
la diminution des niveaux de transcription et/ou de protéines de signalisation de

I'insuline dans le foie et le muscle [7].

Certains mécanismes ont été proposés pour expliquer les effets toxiques du
Se. D’une part, la toxicité peut étre attribuée a la capacité des composés séléniés a
induire un stress oxydatif et a générer des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) a
forte dose [8]. D’autre part, le sélénium présent en excés dans l'organisme pourrait
affecter le métabolisme et la fonction des composeés soufrés [9]. En effet, le Se et le
soufre (S) ont des propriétés chimiques et physiques tres similaires et la plupart des
enzymes impliquées dans le métabolisme du soufre ne font pas la différence entre les
deux éléments chalcogenes [10]. Chez les bactéries et les eucaryotes, les acides
aminés SeCys et SeMet peuvent incorporer des protéines de fagcon aléatoire, en
raison de la grande analogie entre ces acides aminés et les acides aminés soufrés ; la
cystéine (Cys) et la méthionine, ou le Se remplace le S [11]. La substitution du S par
le Se dans les systémes enzymatiques entraine une inhibition de leurs activités [9].
En effet, une étude récente a montré que la toxicité d'une surexposition au Se chez
Saccharomyces cerevisiae est due a une mauvaise incorporation de la SeCys dans
les protéines [11]. L'incorporation de la SeCys aux codons de Cys en raison de
I'incapacité de la cysteinyl-ARNt synthetase a discriminer la SeCys, conduit a une

agrégation des protéines ou a une inactivation fonctionnelle [12].

Le récepteur de l'insuline (RI) joue un réle clé dans la régulation et
I'noméostasie du glucose, et son dysfonctionnement peut entrainer toute une série de

manifestations cliniques, notamment le diabéte sucré et le cancer [13].

Le RI se compose de deux chaines extracellulaires o reliées par des ponts

disulfure a deux chaines transmembranaires . Les chaines o ont un domaine complet

n
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de liaison aux hormones [13].

L'énergie d'interaction du RI avec l'insuline sera calculée dans les deux cas
pour Vvérifier si la substitution de la Cys par la SeCys pourrait conduire a une
déstabilisation du complexe protéine-ligand et ainsi étre a 1’origine d’une résistance

a l'insuline ou du diabéte.

2. Matériel et methodes

2. 1. Modélisation moléculaire

2.1.1. Présentation des protéines

Insuline: L'insuline mature est constituée de deux chaines polypeptidiques.
Une chaine A de vingt-et-un (21) résidus constituée de deux hélices o séparées par
un segment de polypeptide étendu et une chaine B de trente (30) résidus contenant
une hélice centrale o. Deux ponts disulfure inter-chaine les relient. La chaine A
contient un pont intra-chaine. L'insuline forme des diméres a travers une feuillé
composée des deux parties C-terminales de la chaine B, et en présence de zinc forme

des hexameres a travers une surface située sur le coté opposé de la molécule [14].

Le récepteur d'insuline (RI): est un hétérodimére a-p appartenant a la
famille des récepteurs de tyrosine kinase [15]. Il est constitué de quatre peptides
glycosylés lies par des ponts disulfures. Ces derniers forment une glycoprotéine de
400 kilodaltons (kDa). Il existe deux paires de sous-unités : deux sous-unités
transmembranaires (B) (80 kDa) ont une activité enzymatique de thyrosine kinase, et
deux sous-unités a (120 kDa) se trouvent a la surface de la membrane cellulaire et
chaque chaine a posséde un domaine complet de liaison aux hormones [15].
L'ectodomaine du RI comprend deux domaines répétitifs riches en leucine (L1 et
L2), une région riche en cystéine (RC) et trois domaines de fibronectine de type Il
(FN1, FN2 et FN3, respectivement) (Figure 1) [13]. Un domaine d'insertion (ID) se
trouve dans la FN2 et contient le site protéolytique af. Une seule liaison disulfure
intra-monomere relie la chaine a a la chaine B, I'hnomodimere (o8)2 étant stabilise par

deux liaisons disulfure [13]. L'ectodomaine a une forme cylindrique [16].

By
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Figure 1. Organisation des six domaines de la partie extracellulaire du RI
selon McKern NM , 2006

L1, L2 : domaines répétitifs riches en leucine ; CR : domaine riche en cystéine ;
FN1-FN21-FN3 : trois domaines de fibronectine de type 11

2. 1. 2. Logiciels

Plusieurs logiciels ont été utilisés ; AutoDock et Vina 4. 2 [18], Discovery Studio
v17.2.0.16349 [19] et le logiciel Moe [20] pour la préparation de structures

tridimensionnelles, la localisation des sites de liaison et I'arrimage moléculaire.
2. 1. 3. Docking moléculaire

La structure tridimensionnelle du complexe RI avec une molécule d'insuline
(6CE7. Protein Data Bank (PDB)) a été obtenue de la banque de données sur les
protéines RCSB.PDB (http://www.rcsb.org/pdb/home /home.do). Avant I'amarrage,
la structure de la protéine (receptor.PDB) et du ligand (ligand.PDB) a été enregistrée

séparément par le logiciel Discovery Studio 2017 R2 Client.

La substitution de la Cys par la SeCys avait été faite dans le Rl par le logiciel
Moe. La séquence obtenue est donnée dans la figure 2. Cette derniere représente les
acides aminés des chaines du RI, toutes les Cys sont remplacées par des SeCys et

elles sont encadrées en jaune.
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Figure 2. Acides aminés des chaines du RI (séquence réceptrice avec les

sélénocysteines)
La couleur Jaune : SeCys

Le docking moléculaire permet de placer deux molécules dans une
configuration favorable grace a leurs caractéristiques topographiques. En pratique,
I'arrimage moléculaire a été une technique importante pour la modélisation des
interactions entre protéines et ligands et a été utilisé dans les études des bases
structurelles des fonctions biologiques. Des paramétres essentiels tels que les atomes
d'’hydrogéne et les charges de kollman ont été ajoutés a la structure modélisée des
protéines a l'aide de l'outil AutoDock. La grille a ensuite été générée a l'aide du
programme AutoGrid de maniere & couvrir I'ensemble des sites de liaison des
protéines et a permettre au ligand de se déplacer librement dans ce site. Pour
I'inhibiteur, des charges de type Gasteiger ont été attribuées a l'aide d'AutoDock
Tool. Les autres parametres d'arrimage ont été réglés sur les valeurs par défaut du
logiciel. Une fois I'amarrage terminé, le modele amarré a été classé en fonction de

son énergie amarrée, telle qu'elle est mise en ceuvre dans le programme AutoDock.

L'arrimage moléculaire des ligands au site de liaison RI a été effectué a l'aide
du logiciel AutoDockVina. Les tests d'amarrage ont été effectués avec un rayon de
126 éngstrom (A°) avec les coordonnées x : 141,625, y : 159.172 et z : 163.022

EP
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pour le complexe avec Cys et x : 1.379, y : 95,648 et z : 46,13 pour le complexe avec
SeCys. La meilleure pose d'amarrage de chaque ligand dans le complexe avec Rl a
été obtenue sur la base des scores et de la valeur de I'énergie de liaison. Le complexe
amarré a éte analysé a I'aide de BIOVIA Discovery Studio Visualizer pour montrer le
type d'interactions entre les ligands et le RI, afin de déterminer la distance des

ligands par rapport au site de liaison sur le RI.

3. Résultats

3.1. Approche de la modélisation: comparaison entre les complexes
récepteur/insuline avec Cys et avec SeCys

Par une approche in silico, I’intéraction de I’insuline avec son récepteur a été
étudiée dans deux modeles différents. Le premier en gardant les résidus cystéines
naturellement présents dans le récepteur et le second en les remplacant par des

résidus sélénocystéines.

La différence entre les deux modeles étudiés est la nature et le nombre
d'interactions et donc 1’affinité entre les résidus du récepteur et l'insuline. Les
tableaux 1 et 2 montrent les résultats des calculs de I'énergie d'interaction. Chaque
tableau donne les 9 meilleures poses (mode) du complexe (ou le complexe adaptera
les conformations les plus stables, c'est-a-dire avec le niveau d'énergie le plus bas)
avec leurs énergies en ordre croissant. La premiere est la meilleure pose

correspondant a I'énergie la plus faible.

Tableau 1. Energies d'interaction du complexe avec la Cys

Mode | Affinité (kcal/mol) | Distance du meilleur rmsd Meilleur mode
1.b (A) rmsdu.b (A)

1 -6.2 0.000 0.000

2 -5.8 1.518 2.628

3 -5.8 6.116 14.995

4 -5.7 6.215 14.820

5 -5.7 6.608 14.865

6 -5.6 1.665 2.611

7 -5.6 1.903 3.479

8 -5.3 1.954 4.407

9 -5.3 6.372 15.820
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Tableau 2. Energies d'interaction du complexe avec la SeCys

Mode Affinité (kcal/mol) Distance du meilleur Meilleur mode
rmsd 1.b (A) rmsdu.b (A)

1 -4.1 0.000 0.000

2 -3.5 1.583 2.062

3 -3.4 3.334 17.578

4 -3.4 2.961 9.834

5 -3.2 1.942 2.606

6 -3.1 3.351 17.783

7 -3.1 3.838 19.131

8 -2.9 3.598 18.266

9 -2.8 3.515 9.096

On observe que l'énergie d'interaction du RI avec l'insuline dans le cas du
complexe avec Cys est la plus faible, elle est de -6,2 kilocalories/mole (kcal/mol)

alors que dans le second modéle avec la SeCys, elle est de -4,1 kcal/mol.

Les interactions entre l'insuline et son récepteur par AutoDok dans les deux

cas, sont illustrées dans les figures 3 et 4. La figure 3 représente l'interaction dans le

cas normal et la figure 4 apres la substitution de la Cys par la SeCys.

Figure 3. Complexe récepteur-insuline avec cystéines

Couleur bleue : RI ; couleur jaune : insuline
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Figure 4. Complexe récepteur-insuline avec sélénocystéines

Couleur bleue : RI ; jaune couleur : insuline

Les tableaux 3 et 4 montrent les liens d'interaction entre l'insuline et son
récepteur dans les deux cas. Dans ces deux tableaux, nous avons mentionné le
nombre et les types d'acides aminés qui forment les liaisons entre le RI et I'insuline.
Dans le premier cas, le tableau 3 indique que quatre acides aminés de l'insuline
forment sept liaisons avec le RI, alors que dans le cas d'une mauvaise incorporation
de la SeCys, seuls trois acides aminés forment six liaisons avec le Rl (tableau 4).
Nous avons également souligné le type de liaison et les distances entre chaque deux

acides aminés.
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Tableau 3. Liens d'interaction entre I'insuline et le RI avec Cys

Les acides Les acides Nombre de Les types de liaisons (les
aminés du RI aminés de liaisons distances entre chacun des
(dela méme I’insuline deux acides aminés)
chaine P)
Acide Arg 22 (chaine 1 Attractive charges interaction
Aspartique B) (5.08 angstrom (A))
(Asp)142
Valine (Val) Tyr 16 (chaine 1 Conventional hydrogen bond
324 B) interaction (3.06 A)
Serine (Ser) Asn 21 (chaine 1 Conventional hydrogen bond
116 A) interaction (2.89 A)
Asparagine Val 12 (chaine 1 Conventional hydrogen bond
(Asn) 348 B) interaction (2.08 A)
Tyr 16 (chaine 3 Carbon-hydrogen bond
B) interaction (1.73 A)
Carbon-hydrogen bond
interaction (2.15 A)
Carbon-hydrogen bond
interaction (1.76 A)

Tableau 4. Les liaisons d'interaction entre I'insuline et le R1 avec la SeCys

Les acides Les acides aminés | Le nombre Les types de liaisons (les
aminés du RI de I’insuline de liaisons distances entre chacun des
(de la méme deux acides aminés)
chaine A)
Asp 66 Arg 22 (chaine B) 2 Carbon-hydrogen bond
Glu 21 (chaine B) interaction (2.38 A)
Conventional hydrogen bond
interaction (2.96 A)
Val 64 Arg 22 (chaine B) 1 Carbon-hydrogen bond
interaction (2.20 A)
Ser Glu 17 (chaine A) 2 Conventional hydrogen bond
62 interaction (2.72 A)
Carbon-hydrogen bond
interaction (2.04 A)
Glycine (Gly) | Glu 17 (chaine A) 1 Conventional hydrogen bond
63 interaction (2.72 A)
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En comparant nos résultats avec l'organisation des six domaines de la partie
extracellulaire du RI (figure 1), nous notons que le domaine de liaison de I'insuline
sur son récepteur a été changé d'un site a un autre, suite au changement de

conformation du récepteur avec la SeCys.

Nous observons aussi que les liaisons entre I'insuline et son récepteur dans le
premier cas sont plus fortes que dans le deuxiéme cas, bien qu'elles soient de méme

nature car les distances des liaisons dans le premier complexe sont plus proches.

En outre, il existe une liaison supplémentaire de type " attractive charges
interaction " dans le complexe avec la Cys, ce qui explique la déstabilisation du

complexe protéine-ligand avec la SeCys et éventuellement la résistance a I'insuline.

4. Discussion

En 2007, Strange et al, ont montré qu’une supplémentation en Se constituait
un facteur de risque pour le diabéte de type 2. Depuis, I’engouement de la
communauté scientifique pour cet oligoélément s’est vu diminuer. La relation entre
la surexposition au Se, la résistance a l'insuline et le risque de diabéte de type 2
représente une nouvelle voie dans la recherche sur le Se [3, 21-24]. Certaines études
suggerent que les effets néfastes du Se apparaissent a des concentrations
étonnamment faibles en raison de son potentiel de bioaccumulation, en particulier
dans les régions ou le sol est naturellement riche en Se, ou a proximité de certains
sites industriels [25, 26].

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer l'association entre le
diabéte et le Se. Cependant, la possibilité d'une mauvaise incorporation de la SeCys

en cas de surexposition au Se n'a pas été débattue.

La sélénocystéine est le 21°™ acide aminé codé par le codon UGA. Dans les
ARNm de la sélénoprotéine, l'insertion co-traductionnelle de SeCys se produit
lorsque le ribosome rencontre un codon UGA, qui est normalement utilisé comme
codon stop dans d'autres ARNm cellulaires [27]. Cependant, a des doses élevées de
Se, dans les bactéries et les eucaryotes, la SeCys peut étre incorporée dans les
protéines a la place de la Cys, générant des protéines contenant un séléno-aminoacide
non codé génétiqguement, qui devrait provoquer des altérations structurelles et

fonctionnelles [11].

w0
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La modélisation moléculaire est un outil bioinformatique pour I'étude des
phénomenes biologiques a I'échelle atomique, cette modélisation informatique a un
potentiel énorme pour faire des prédictions précises et fournir des informations qui
peuvent guider la conception moléculaire [28]. Cette derniére est également une
méthode utilisée pour calculer I'orientation préférée d'une molécule par rapport a une
seconde lorsqu'elles sont liées pour former un complexe stable [29], dans ce cas
I'insuline et son récepteur. La formation de ce complexe joue un rdle essentiel dans la
transduction du signal. L'hypothése testée dans cette étude est la mauvaise
incorporation de SeCys dans le récepteur de l'insuline et sa conséquence sur le

complexe insuline/RI.

Les résultats du docking moléculaire montrent que le complexe avec Cys est
énergétiqguement plus faible (-6,2 kcal/mol) que le complexe avec SeCys (-4,1
kcal/mol). Cette énergie nous donne une estimation de l'affinité entre I'insuline et
son récepteur dans les deux cas (le degré de complexation de l'insuline a son RI),
donc le complexe le plus stable est celui avec I'énergie minimale du score. Par
conséquent, la substitution de Cys par SeCys au niveau du RI ne conduit pas a une

stabilisation du systéeme d'un point de vue énergétique.

La déstabilisation du complexe Rl/insuline dans le cas d'une mauvaise
incorporation de SeCys, observée lors de I'amarrage, doit étre confirmée par des
simulations de dynamique moléculaire. Des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour confirmer la mauvaise incorporation des sélénocystéines dans les

protéines, en particulier dans les cellules humaines.

La différence d'énergie peut s'expliquer par le changement du domaine de
liaison de l'insuline sur son récepteur suite au changement de conformation du RI
avec la SeCys. Dans le cas de la Cys, l'insuline se lie avec une grande affinité sur les
deux sous-unités o du site principal, ce qui permet au récepteur d'étre entiérement
activé. Dans le cas de la SeCys, I'insuline occupe un second site de faible affinité, ne

permettant donc pas le déclenchement de I'activité thyrosine kinase [30].

La biologie structurelle de l'ectodomaine RI est incomplétement comprise
[13]. Des expériences biochimiques et de mutagenése ont permis de cartographier
deux sites de liaison distincts, appelés sites 1 et 2 sur le RI [31, 32]. La plupart des

informations disponibles se limitent a la structure de l'interface du site 1. Le site 1

e
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se compose du segment aCT d'une chaine de récepteur d'insuline o et de la feuille

centrale B de la L1 de I'autre chaine a dans le dimere du récepteur d'insuline [33].

Le site 2 du récepteur a été cartographié par mutagenese par balayage a
I'alanine dans les régions de la boucle prés de la jonction des régions FN1 et FN2 de

la sous-unité a [33].

L'affinité de la liaison avec le site 1 est supérieure a celle du site 2. En effet,
le site 1 a une constante de dissociation Kd d'environ 6 nanomolaires (nM) contre
400 nM pour le site 2 [33]. Normalement, I'insuline se lie avec une grande affinité
au site primaire (site 1), ce qui permet au récepteur d'étre pleinement activé. En cas
de mauvaise incorporation de SeCys dans le RI, I'insuline se lie avec moins d'affinité

a un autre domaine, probablement le site 2.

Cela confirme nos conclusions sur les types de liaisons trouvées, ou les liens
entre l'insuline et son récepteur dans le premier cas sont plus forts que dans le
deuxieéme cas, bien qu'ils soient de méme nature car les distances des liaisons dans le
premier complexe sont plus proches. En outre, le nombre de liaisons entre I'insuline
et son récepteur dans les deux cas est différent. En effet, sept liaisons entre I'insuline
et son recepteur ont été trouvées dans le cas du complexe Cys contre six liaisons dans
le deuxieme cas. Cela pourrait expliquer la déstabilisation du complexe protéine-

ligand avec SeCys et donc I'éventuelle résistance a I'insuline.

Les taux de mauvaise incorporation des acides aminés en général varient
considérablement entre les organismes et les différentes conditions
environnementales [34]. Un taux d'erreur global d'environ 3%o-5%0 lors de la
traduction est considéré comme compatible avec la physiologie normale [35].
Lorsque ce taux dépasse 1 %, il est généralement nuisible et peut entrainer une
pathogenése [34]. Dans le cas des analogues d'acides aminés, il est rapporté que des
niveaux intracellulaires élevés, générés dans le "pool synthétique"”, ont une forte
probabilité d'étre incorporés dans les protéines [36]. D'autre part, les analogues
d'acides aminés peuvent étre incorporés dans les protéines aprés ingestion orale et il
existe de nombreuses preuves que cela se produit in vivo [36]. Malheureusement, la
mauvaise incorporation des analogues d'acides aminés dans les systémes des

mammiferes n'a pas été bien étudiée [36].

e
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En principe, dans le cas d'une surexposition au Se, I'exces de Se est méthylé
pour étre exhalé ou excrété [11]. La méthylation des composés de Se nécessite des
groupes thiol tels que le glutathion réduit [8]. On considere généralement que le
diabete de type 2 et la résistance a I'insuline sont associés a un stress oxydatif accru
[37]. Ainsi, la toxicité du Se se produirait lorsque I'oxydation du thiol dépasse la
capacité du systéme antioxydant a capter les espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) et

la capacité enzymatique a méthyler les métabolites excessifs du Se [23].

En fait, les propriétés antioxydantes des sélénoprotéines ont conduit a penser
que le Se a un effet protecteur contre le diabete, alors que les études les plus récentes
indiquent qu'un apport alimentaire éleve de Se et/ou des concentrations excessives de
Se dans le sol pourraient augmenter le risque de diabete de type 2 [1, 3, 22, 38].
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer l'association entre la
surexposition au Se et la résistance a l'insuline et le diabéte, mais jusqu'a présent, ces
discussions restent spéculatives [3]. La variabilité inter-individuelle doit étre prise en
compte [32]. Une explication mécaniste qui semble proche de I'hypothese testée dans
cette étude est le fait qu'un apport alimentaire élevé en Se pourrait conduire a la
liaison non spécifiqgue de la SeMet remplacant la méthionine dans l'aloumine et

d'autres protéines [31].

5. Conclusion

L'action de la surexposition au Se dans la pathogenése du diabete de type 2 et
de l'insulinorésistance n'est pas élucidée. Les résultats de cette étude in silico
prédisent que la mauvaise incorporation de SeCys dans la protéine au lieu de la Cys
pourrait entrainer une déstabilisation du complexe insuline-récepteur et donc une

possible résistance a I'insuline.

La contribution de la surexposition au Se a l'insulinorésistance reste a évaluer
plus précisément pour éviter tout risque de diabéte, en particulier lors de différentes
expositions: professionnelle, pollution, par des compléments alimentaires ou des

composés thérapeutiques.
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Background and aims: Several studies raise concerns about the possible association of high selenium
exposure with insulin resistance and type 2 diabetes. This in silico study proposes a possible mechanism of
insulin resistance in the case of overexposure to selenium.

Method: A study was carried out using molecular modeling, where cysteines of the insulin-receptor are
replaced by selenocysteines. Calculation of the interaction energy of the receptor was performed in both
cases with Auto Dock Tools and Vina 4.2 software to predict whether the substitution of amino acid couldlead
to destabilization of the protein-ligand complex and therefore possibly insulin resistance. Finally, the docked
complex was analyzed by using BIOVIA Discovery Studio Visualizer to show the type of in- teractions
between the ligands and insulin-receptor, and to determine the distance of the ligands from the binding site
on insulin-receptor.

Results: The results show that the substitution of cysteine by selenocysteine in the insulin receptor does not
lead to stabilization of the complex receptor/insulin, but to its disruption.In addition, the types and the
number of bonds between insulin and its receptor in the two cases are different, where 7 strong bonds
between insulin and its receptor were found in the case of the cysteine complex compared to 6 weak bonds
in the second case.

Conclusion: Findings of this study suggest that misincorporation of selenocysteines in insulin receptor could
lead to destabilization of the insulin-receptor complex and therefore may possibly cause an insulin

resistance.

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

1. Introduction

Selenium (Se), at adequate dose, is an essential trace element forredox
homeostasis and it is necessary for cellular functions and antioxidant
defense. At high dose it becomes toxic. The range be-tween deficiency
and toxicity being very narrow [1,2].

Se and sulfur (S) have very similar chemical and physical
properties and most enzymes involved in S metabolism do not
discriminate between the two chalcogen elements [3]. In bacteriaand
eukaryote, the amino acids selenocysteine (SeCys) and sele-
nomethionine (SeMet) can incorporate randomly proteins, due tothe
great analogy between these amino acids and S amino acids;
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cysteine (Cys) and methionine, where Se replace S [4].

The mechanisms of Se toxicity in human are still not fully
understood.

Selenium present in excess in the body could affect the meta-
bolism and function of S compounds [5]. The substitution of S by Se in
enzyme systems leads to an inhibition of their activities [5]. On the
other hand, toxicity can be attributed to the ability of seleno-
compounds to induce oxidative stress and to generate reactive oxygen
species (ROS) at high dose [6]. However, a recent study has shown that
toxicity of overexposure to Se in Saccharomyces cer- evisiaeis is due to
SeCys misincorporation in proteins [4].

Indeed, the incorporation of SeCys at Cys codons because of the
inability of cysteinyl-tRNA synthetase to discriminate against SeCys,
leads to protein aggregation or functional inactivation [7].

Several unrelated studies indicate that high Se status or Se
supplementation is associated with an increased diabetes risk and
insulin resistance [8€19]. One of the mechanism proposed to explain
this relationship is the deregulation of cellular redox bal-ance, which
can compromise the chemical interactions involved in
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the insulin-signaling cascade and with decreased transcript
and/or protein levels of insulin signaling proteins in the liver and
muscle [19].

The insulin receptor (IR) plays a key role in the regulation and

homeostasis of glucose, and its dysfunction can lead to a range of
clinical manifestations, including diabetes mellitus and cancer
[20]. The IR consists of two extracellular a chains linked by
disulfide bridges to two transmembrane b chains. The a chains
have a complete hormone binding domain [20].

Thanks to an in silico approach; we replaced the Cys residues of
this transmembrane protein with SeCys residues, in order to
study the interaction between insulin and its receptor (IR) in this
case. The interaction energy of IR with insulin will be calculated
in both cases to check whether the substitution of Cys by SeCys
could lead to destabilization of the protein-ligand complex and
thus propose a hypothesis to explain a possible mechanism of
insulin resistance in the case of overexposure to Se.

2. Materials and methods

21. Molecular modeling

211 Protein presentation

Insulin: mature insulin consists of two polypeptide chains. An A
chain of twenty one (21) residues made of two a-helices
separated by a stretch of extended polypeptide and a B chain of
Thirty (30) residues containing a central a -helix. Two inter-chain
disulfide bridges link them. The A chain contains an intra-chain
bridge. In- sulin forms dimers through a b sheet made of the two
C-terminal portions of the B chain, and in the presence of zinc
forms hexamers through a surface located on the opposite side of
the molecule [21]. Insulin receptor (IR) : is a heterodimer a-b
belonging to the tyrosine kinase receptor family [22]. It consists
of four glycosylated peptides linked by disulfide bridges. The
latter form a glycoprotein of 400 kDa (kDa). There are two pairs
of subunits: two trans- membrane subunits (b) (80 kDa) have
thyrosine kinase enzyme activity, and two a subunits (120 kDa)
are on the surface of the cell membrane and each a chain has a
complete hormone binding domain [22]. The ectodomain of the
IR comprises two leucine-rich

repeat domains (L1 and L2), a cysteine-rich region (CR), and three
fibronectin type Il domains (FN1, FN2 and FN3, respectively) (Fig. 1)
[20]. An insert domain (ID) lies within FN2 and contains the ab
proteolytic site. A single intra-monomer disulfide bond links the a chain
to the b chain, with the (ab)2 homodimer stabilized by two disulfide
bonds [20]. The ectodomain has a cylindrical shape [23].

2.1.2. Software

AutoDock Tools and Vina 4.2 [24], Discovery Studio v17.2.0.16349
[25] and Moe software [26] were used for three dimension structure

preparation, binding site defining and mo- lecular docking.
213 Molecular docking

The three-dimensional structure of the IR complex with an in- sulin
molecule (6CE7. Protein Data Bank (PDB)) was obtained from the
RCSB.PDB Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/
home.do). Before docking, the structure of the protein (recep- tor.PDB)
and ligand (ligand.PDB) were recorded separately by Dis- covery Studio
2017 R2 Client software.

The substitution of Cys by SeCys had been done in the IR by the Moe
software. The sequence obtained is given in Fig. 2. The latter represents
the amino acids of the IR chains, all the Cys are replaced by SeCys and
they are framed in yellow.

Molecular docking fits two molecules in favorable configuration
using their topographical features. Practically molecular docking has been
an important technique for the modeling protein-ligand interactions and
has been used in studies of the structural basis of biological functions.
Essential parameters like hydrogen atoms, and kollman charges were
added to the modelled protein structure using AutoDock Tool. Grid box
was then generated using AutoGrid program so that it covers the entire
protein binding sites and make the ligand to move freely in that site. For
the inhibitor, charges of the Gasteiger type were assigned using AutoDock
Tool. Other docking parameters were set to the software’s default values.
After docking completion the docked model was ranked according to

Fig. 1. Organization of the six domains of the extracellular part of the
IR [27]. L1, L2: leucine-rich repeat domains; CR: cysteine-rich domain;
FN1-FN21-FN3: three fibro- nectin type-III domains
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their docked energy as implemented in the AutoDock program.

Molecular docking of ligands at the IR binding site was per- formed
using AutoDockVina software. The docking tests were car- ried out with a
radius of 126 angstro€m (A) with the coordinates x: 141.625, y: 159.172
and z: 163.022 for the Cys complex and x: 1.379, y: 95.648 and z: 46.13 for
the SeCys complex. The best ranked docking pose of each ligand in complex
with IR was obtained based

on the scores and the binding energy value. The docked complex was
analyzed by using BIOVIA Discovery Studio Visualizer to show the type of
interactions between the ligands and IR, to determine the distance of the
ligands from the binding site on IR.

3. Results

31 Modeling approach: comparison between receptor/insulin complexes
with Cys and with SeCys

We applied the molecular modeling to discover who has the lowest
interaction energy between insulin and its receptor in both case. For this
purpose, we launched calculations by the AutoDock Tools-1.5.6rc3
software.

The difference between the two models is the nature and the number
of interactions and therefore the strength of interaction between receptor
residues and insulin. Tables 1 and 2 show the results of the interaction
energy calculations and each table gives 9 best poses (mode) of the
complex (where the complex will adapt the most stable conformations, i.e.
with the lowest energy level)

with their energies in ascending order. The first and the best pose
correspond to the lowest energy.

We observe that the interaction energy of IR with insulin in the case of
the Cys complex is the lowest, and it is 6.2 kilocalorie/mole (kcal/mol) while
in the second case with SeCys, it is 4.1 kcal/mol. The interactions between
insulin and its receptor by AutoDok in both cases are shown in Figs. 3 and 4.
Fig. 3 represents the inter- action in the normal case, i.e. with the Cys, and
Fig. 4 after the

replacement of the Cys by the SeCys.

Tables 3 and 4 show the interaction bonds between insulin and its
receptor in both cases. In these two tables, we mentioned the number and
types of amino acids that form the bonds between IR and insulin. In the first
case, Table 3 indicates that four amino acids of insulin form seven bonds
with IR, while in the case of mis- incorporation of SeCys, only three amino
acids form six bonds with the RI (Table 4).We also emphasized the type of
bond and the distances between each two amino acids.

By comparing our results with the organization of the six do- mains of
the extracellular part of the IR (Fig. 1), it should be noted that the insulin
binding domain on its receptor has been changed from one domain to
another, following the change in conformation of the receptor with the SeCys.

Comparing the types of bonds in the two cases: the bonds be- tween
insulin and its receptor in the first case are stronger than in the second case,
although they are of the same nature because the distances of the bonds in
the first complex are closer.

In addition, there is an additional “Attractive charges

¥
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Fig. 2. Amino acids of the IR chains (receiving sequence with selenocysteines) Yellow color SeCys.
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Table 1
Cys complex interaction energies.
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Mode Affinity (kcal/mol) Distance from best rmsd 1.b (&) Best mode rmsdu.b (A)
1 —6.2 0.000 0.000
2 —5.8 1.518 2.628
3 —5.8 6.116 14.995
4 —5.7 6.215 14.820
5 —5.7 6.608 14.865
6 —5.6 1.665 2.611
7 —5.6 1.903 3.479
8 —5.3 1.954 4.407
9 —5.3 6.372 15.820
Table 2

SeCys complex interaction energies.

Mode Affinity (kcal/mol) Distance from best rmsd 1.b (&) Best mode rmsdu.b (A)
1 —4.1 0.000 0.000

2 —3.5 1.583 2.062

3 —3.4 3.334 17.578
4 —3.4 2.961 9.834

5 —3.2 1.942 2.606

6 —3.1 3.351 17.783
7 —3.1 3.838 19.131
8 —2.9 3.598 18.266
9 —2.8 3.515 9.096

interaction” type binding in the complex with Cys, and this
explains the destabilization of the protein-ligand complex with SeCys
and possibly insulin resistance.

4. Discussion

A relationship between Se overexposure, insulin resistance and
risk of type 2 diabetes represents a new issue in Se research
[8e10,28,29]. Some studies suggest that adverse effects of Se appear at
surprisingly low concentrations due to its bio- accumulation potential,
particularly in the regions where the soil is naturally rich in Se, or in
the vicinity of some industrial sites [30,31].

Several mechanisms have been proposed to explain the associ-
ation between diabetes and Se. However, the possibility of mis-
incorporation of SeCys in the case of overexposure to Se have not been
debated.

Selenocysteine is the 21st amino acid encoded by the UGA codon.
In selenoprotein mRNAs, the co-translational insertion of

SeCys occurs when the ribosome encounters an UGA codon,
which

Fig. 3. Receptor-insulin complex with cysteines. Blue color IR; yellow color insulin.

Fig. 4. Receptor-insulin complex with selenocysteines Blue color IR; yellow colorinsulin.

is normally used as a stop codon in other cellular mRNAs [32].

However, at high doses of Se, in bacteria and eukaryotes, SeCys can be
incorporated into proteins in the place of Cys, generating pro- teins
containing non-genetically encoded selenoaminoacid, which should
cause structural and functional alterations [4].

Molecular modeling is a bioinformatics tool for studying bio- logical
phenomena on the atomic scale, this computer modeling has
enormous potential to make accurate predictions and provide insights
that can guide molecular design [33]. The latter is also a method used
to calculate the preferred orientation of a molecule to a second when
they are linked to form a stable complex [34], in this case insulin and
its receptor. The formation of this complex plays an essential role in
signal transduction. The hypothesis tested in this study is the
misincorporation of SeCys in insulin receptor and its consequence on
insulin/IR complex.

The results of molecular docking show that the complex with Cys is
energetically lower (—6.2 kcal/mol) than the complex with SeCys (—
4.1 kcal/mol). This energy gives us an estimate of the
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Table 3
The interaction bonds between insulin and IR with Cys.

The amino acids of the IR (of the same chain P) The amino acids in Number of Types of bonds and in the braquets the distances between each two aminoacids
insulin bonds
Acide Aspartique (Asp)142 Arg 22 (chain B) 1 Attractive charges interaction (5.08 ngstrém (A))
Valine (Val) 324 Tyr 16 (chain B) 1 Conventional hydrogen bond interaction (3.06 A)
Serine (Ser) 116 Asn 21 (chain A) 1 Conventional hydrogen bond interaction (2.89 A)
Asparagine (Asn) 348 Val 12 (chain B) 1 Conventional hydrogen bond interaction (2.08 A)
Tyr 16 (chain B) 3 Carbon-hydrogen bond interaction (1.73 A)
Carbon-hydrogen bond interaction (2.15 A)
Carbon-hydrogen bond interaction (1.76 A)
Table 4
The interaction bonds between insulin and IR with SeCys.
The amino acids of the IR (of the same chain A) The amino acids in Number of Types of bonds and in the braquets the distances between each two aminoacids
insulin bonds
Asp 66 Arg 22 (chain B) 2 Carbon-hydrogen bond interaction (2.38 A)
Glu 21 (chain B) Conventional hydrogen bond interaction (2.96 A)
Val 64 Arg 22 (chain B) 1 Carbon-hydrogen bond interaction (2.20 A)
Ser Glu 17 (chain A) 2 Conventional hydrogen bond interaction (2.72 A)
62 Carbon-hydrogen bond interaction (2.04 A)
Glycine (Gly) 63 Glu 17 (chain A) 1 Conventional hydrogen bond interaction (2.72 A)

affinity between insulin and its IR in both cases (the degree to which
insulin complexes to its IR), so the most stable complex is the
minimum score energy. Therefore, the substitution of Cys by SeCysat
the IR level does not lead to a stabilization of the system from an
energy point of view.

The difference in energy can be explained by the change in the
binding domain of insulin on its receptor following the change in
conformation of the IR with the SeCys. Insulin in the case of Cys
binds with high affinity on both a subunits of the principal site,
allowing the receptor to be fully activated. In the case of SeCys,
insulin occupies a second site with low affinity, therefore not
allowing the triggering of the thyrosine kinase activity [35].

The structural biology of the IR ectodomain is incompletely
understood [20]. Biochemical and mutagenesis experiments have
mapped two distinct binding sites, termed site 1 and 2 on the IR
[36,37]. Much of the available information is limited to the struc- ture
of the site 1 interface. Site 1 consists of the aCT segment of an insulin
receptor a chain and the central b sheet of L1 of the other achain in
the insulin receptor dimer [38].

Receptor site 2 was mapped by alanine scanning mutagenesis to
the loop regions near the junction of the FN1 and FN2 regions of thea
subunit [38].

The affinity of the binding to site 1 is greater than that of site 2.
Indeed, site 1 has a dissociation constant K4 of about 6 nM (nM)
against 400 nM for site 2 [38]. Normally, insulin binds with a high
affinity in the primary site (site 1), allowing the receptor to be fully
activated. In the case of misincorporation of SeCys in the IR, insulin
binds with less affinity to another domain, probably site 2.

This confirms our findings on the types of links found, where the
bonds between insulin and its receptor in the first case are stronger
than in the second case, although they are of the same nature because
the distances of the bonds in the first complex are closer. Inaddition,
the number of bonds between insulin and its receptor in the two
cases are different, where seven bonds between insulin and its IR
were found in the case of the Cys complex compared to six bonds in
the second case. This could explain the destabilization of the protein-
ligand complex with SeCys and therefore the possible insulin
resistance.

Rates of amino acid misincorporations vary considerably be-
tween organisms and different environmental conditions [39]. An
overall error rate of approximately 3%o0e5%o during translation is

regarded as compatible with normal physiology [40]. When this
rate exceeds 1%, it is generally harmful and can cause pathogenesis
[39]. In the case of amino acid analogues, it is reported that high
intracellular levels, generated in the “synthetic pool”, have a high
probability of being incorporated into proteins [41]. In the other
hand, the analogues of amino acids can be incorporated into pro-
teins after oral ingestion and there is considerable evidence that
this occurs in vivo [41]. Unfortunately, the misincorporation of
amino acid analogues in mammalian systems has not been well
studied [41].

The destabilization of IR/insulin complex in the case of SeCys
misincorporation, observed by docking must be confirmed by
molecular dynamic simulations. Further investigations are needed
to confirm the misincorporation of selenocysteines in proteins,
particularly in human cells.

In principle, in the case of overexposure to Se, the excess of Se is
methylated to be exhaled or excreted [4]. Methylation of Se com-
pounds requires thiol groups such as reduced glutathione [42]. It is
generally considered that type 2 diabetes and insulin resistance are
associated with increased oxidative stress [43]. Thus, Se toxicity
would occur when the oxidation of thiol exceeds the ability of
antioxidant system to scavenge ROS and the enzymatic capacity to
methylate excessive Se metabolites [28]. In the fact, the antioxidant
properties of selenoproteins have led to believe that Se has a
pro- tective effect against diabetes, whereas the most recent
studies indicate that high dietary intake of Se or/and excessive
Se con- centrations in soil could increase the risk of type 2
diabetes [8€10,13].

Several mechanisms have been proposed to explain the associ-
ation between overexposure to Se and insulin resistance and dia-
betes, but so far these discussions remain speculative [10]. The
inter-individual variability must be taken into account [36]. A
mechanistic explanation that seems close to the hypothesis tested
in this study is the fact that high dietary Se intake could lead to the
non-specific binding of SeMet substituting methionine in albumin
and other proteins [37].

It was reported that elevated glutathione peroxidase activity
was associated with excessive dietary Se intakes and insulin
resistance in various species [44,45], because the glutathione
peroxidase overexpression induced insulin resistance via dimin-
ishing intracellular ROS, that are required for inhibiting protein
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phosphatases during stimulation of RI by insulin [46€48]. A large- scale
intervention studies and observation studies have demon- strated that
Se supplementation that upregulates selenoprotein P (SeP) was
paradoxically associated with an increased risk for dia-betes in humans
[11,49]. Oo et al. also demonstrate that high levelsof SeP impair insulin
signaling and deregulate glucose metabolism both in liver and muscle
via the inactivation of adenosine monophosphate-activated protein
kinase (AMPK) [50]. Other selenoproteins such as methionine-R-
sulfoxide reductase, thio- redoxin reductase and selenoprotein S, may
also be involved in glucose metabolism [10]. The metabolic pathways
involved in thisadditional pool of Se have not been fully understood
[10].

5. Conclusion

The action of overexposure to Se in pathogenesis of type 2 diabetes
and insulin resistance is not elucidated. The results of this in silico
hypothesis predicted that the misincorporation of SeCys in protein
instead of Cys could lead to destabilization of the insulin- receptor
complex and therefore may cause a possible insulin resistance.

The contribution of Se overexposure to insulin resistance re-
mains to be assessed more precisely to avoid any risk of diabetes,
especially during different exposures: occupational, pollution, from
dietary supplements or therapeutic compounds.
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Le sélénium est un métalloide considéré a la fois comme essentiel et toxique
pour I'homme, en fonction du niveau d'exposition et de sa spéciation chimique [20].
Sa relation avec la santé humaine, en particulier le diabete n'est pas toujours claire,

malgré le grand nombre d’études épidémiologiques sur le sujet [26].

Le DT2 se caractérise par des degrés variables de résistance périphérique a
I'insuline et des défauts de sécrétion d'insuline. Bien que les mécanismes qui sous-
tendent I'insulinorésistance et le DT2 ne soient pas entierement compris, plusieurs
études soulignent le rdle du stress oxydatif dans I'apparition et la progression du DT2
[167].

Dans cette thése on a étudié la relation entre le sélénium et le diabete de type

2 dans 3 parties.

La premiére partie est consacrée a I’apport alimentaire journalier en Se et son
effet sur le développement de diabete. Les sources de Se pour I'homme sont les
produits alimentaires, principalement les protéines animales ainsi que les céréales.
L'apport nutritionnel de référence (ANR) en Se recommandé est de 75 et 60 pg/jour
pour les hommes et les femmes adultes, respectivement. Cependant, il existe une
variabilité considérable du statut en Se dans les populations vivant dans les
différentes régions géographiques. Cette étude a montré que ce statut fluctue chez la

population Algérienne en fonction de 1’origine de I’importation des céréales.

Dans le présent travail, I'apport médian en Se chez les personnes diabétiques
est légerement inférieur a celui des personnes en bonne santé (70 ug /jour vs 71,35

Mg /jour), ces niveaux étaient proches de la fourchette recommandée par I'EFSA [68].

La répartition de I’AAJ en quartiles indique qu’un taux bas ou élevé de
I’apport alimentaire en Se pourrait impacter le métabolisme du glucose. En effet, le
quartile 4 suivi du quartile 1 présentent une augmentation significative du
pourcentage d'hémoglobine glyquée. La population du quartile 4 s’avere donc la plus
mal équilibrée et serait alors expos€e a I’apparition précoce des complications
dégénératives diabétiques [168, 169] telles que la rétinopathie ou on remarque que

plus de 56% 1’ont développée.
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Le lien entre le Se et HbAlc semble étre compliqué et les résultats de cette
partie semble corroborer la notion d'association en forme de U de 1’apport journalier
du Se avec le métabolisme du glucose et éventuellement d'autres effets sur la santé,

liés aussi bien a la carence qu’a I’excés en Se [31, 170-172].

L’objectif de la seconde partie est de confirmer ou infirmer les résultats de la
premiére partie par 1’évaluation des biomarqueurs circulants de Se chez des patients
atteints de DT2 et des témoins dans une population de I'ouest Algérien, en utilisant

des indicateurs combinés de Se plasmatique, SePP, GPx1, GPx3.

Les données obtenues ont démontré que la concentration de SePP était
significativement plus élevée chez les patients atteints de DT2 par rapport aux
témoins sains, alors qu'aucune différence significative du niveau de Se dans le
plasma, de l'activité de la GPx3, de l'activité de la GPx1 n'a été constatée entre les

deux groupes d’étude.

Dans nos deux populations, les corrélations entre le Se plasmatique et
I’apport en Se se sont averées positives mais non significatives. Cela peut s'expliquer
par le fait que le Se plasmatique refléte I'état du Se a court terme dans I'organisme
[173]. Le régime alimentaire peut également fluctuer dans un court laps de temps. En
outre, la taille des échantillons pour ces analyses a limité la précision des estimations

ponctuelles.

Les résultats de cette étude transversale ont montré que des concentrations
plasmatiques de Se plus élevées étaient significativement associées a la prévalence
du DT2. En effet, les résultats de la régression logistique ont montré un risque accru
de DT2 associé a un Se plasmatique élevé, bien que la découverte de Suresh et al,
2013, explique davantage le role du Se dans la protection contre le DT2, en indiquant
gu'une diminution des niveaux de Se sérique peut entrainer une destruction tissulaire

et une inflammation chez les patients atteints de DT2.

Pour la SePP le taux était significativement plus élevé dans le groupe de
diabétique que dans le groupe de temoin (5,875 vs 4,793 mg/L, P < 0,017) et étaient
significativement corrélés avec les taux d’HbAlc. Ce résultat est retrouvé dans les
deux populations. Nos résultats sont en bon accord avec plusieurs études qui ont
identifié des génes avec des peptides signaux dont les niveaux d'expression

hépatiques sont significativement corréelés avec le contr6le glycémique [174, 175].
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Les niveaux d’expression du géne SELENOP (gene qui code pour la sélénoprotéine

P) sont positivement correlés a la résistance a I'insuline et I'nyperglycémie [34].

Le modele prédictif a retenu les quartiles elevés de la SePP comme risque de
diabéte de type 2, par rapport au quartile le plus bas (quartile 1). A ce jour, il
n’existe pas de travaux concluants pouvant expliquer cette constation, qui représente
une nouvelle voie a explorer pour mieux comprendre la relation entre statut sélénié et
différentes pathologies dont le DT2. Certains travaux ont montré apres un traitement
par la SePP, une altération des niveaux d'insuline cellulaire et de la sécrétion
d'insuline, suite a une diminution du volume des cellules a- et B- et la modification

de leur disposition dans les Tlots de Langerhans [33].

Oo et al, 2018 ont également démontré que des niveaux élevés de SePP
alterent la signalisation de I'insuline et déreglent le métabolisme du glucose a la fois
dans le foie et dans les muscles par l'inactivation de la protéine kinase activée par le
monophosphate d'adénosine (AMPK) [34]. Paradoxalement, d’autres études
proposent que l'interaction entre la SePP et le diabéte est plus susceptible d'étre une
induction de la SePP via la résistance a I'insuline, et non l'inverse, c'est-a-dire qu'un
taux élevé de Se n'augmente pas le risque de diabete, mais que le diabéte provoque

une augmentation des niveaux de SePP [176].

Si les niveaux de SePP dans l'organisme peuvent étre régulés, ceci pourrait
décrire une nouvelle stratégie pour le développement de thérapies contre le DT2
ciblant la SePP, et pour cela, une étude clinique prospective est nécessaire pour
déterminer si des concentrations élevées de SePP dans le sang prédisent I'apparition

future du diabéte de type 2 chez I'hnomme.

En ce qui concerne les enzymes GPX, dans cette étude, I'activité de la GPx1 et
de la GPx3 était légérement inférieure chez les patients diabétiques par rapport aux
témoins. La baisse de l'activité de ces enzymes pourrait s'expliquer par I'épuisement
du systéme de défense antioxydant suite a la surgénération de radicaux libres [177,
178]. En plus, la présence d’un taux de sucre plus élevé dans le plasma des
diabétiques pourrait étre associé de maniére non enzymatique a des protéines in vivo
(par la réaction de glycation) en altérant leur structure et/ou leur fonction [179-181].
Les études de modélisation indiquent que la glycation de la GPx entraine des
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modifications de la longueur des liaisons hydrogene des résidus dans I'nélice de ses

sites actifs et, par conséquent, une altération de son affinité pour le substrat [182].

Cependant, nos résultats indiquent une augmentation importante de l'activité
de la GPx3 et de la GPx1 chez les diabétiques insulinodépendant par rapport aux
autres traitements (P<0,05) (Tableau 2). Chez les insulinodépendants, une
augmentation de la concentration de 1’insuline, augmente la production des ERO,
induit un stress oxydant, et active les voies métaboliques génératrices d’ERO, dans
ce cas ’augmentation de 1’activité des enzymes antioxydantes telle que la GPx1 et la

GPx3 est justifiée.

De plus, il a été rapporté que la GPX3 est également diminuée dans le tissu
adipeux des patients obéses et insulinorésistants [183]. L'induction de I'expression de
Gpx3 par un traitement au sélénite renforce I'expression de I'IR via l'activation du
facteur de transcription Spl dans les préadipocytes 3T3-L1 et améliore la
différenciation et la fonction adipocytaires [183]. Par conséquent, la diminution de
GPx3 par la technique du siRNA réduirait I'expression du Rl et la sensibilité a
l'insuline dans les préadipocytes 3T3-L1. La GPx3 serait un régulateur
potentiellement nouveau de I'expression du RI et de la sensibilité a I'insuline dans le

tissu adipeux [183].

Dans la troisieme partie de cette thése, un mécanisme est proposé pour
expliquer la relation entre la surexposition au Se et I’insulino-résistance, voire le
diabete. En effet, le sélénium présent en excés dans l'organisme pourrait affecter le
métabolisme et la fonction des composes soufrés. La substitution de la Cys par la
SeCys dans les systemes enzymatiques entraine une inhibition de leurs activités
[184]. L hypothése testée dans cette partie concerne la mauvaise incorporation de la
SeCys dans le RI et sa conséquence sur la stabilité du complexe insuline/RI. Grace
au docking moléculaire, la substitution de la cystéine par la sélénocystéine au niveau
du récepteur de I’insuline a été rendue possible. 1l a été constaté que la substitution
de la Cys par la SeCys au niveau du RI conduit a une destabilisation du systéme,
d'un point de vue énergétique. La différence d'énergie observée dans le cas de la
SeCys peut s'expliquer par le changement du domaine de liaison de I'insuline sur son
récepteur suite au changement de conformation du RIl. Ce mécanisme proposé doit

étre confirmé par des études expérimentales.
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Outre le fait qu’une surexposition au Se peut étre a I'origine de la résistance a
I’insuline et du diabéte, ce travail met 1’accent sur les conséquences de la mauvaise
incorporation d’analogues d’acides aminés qui nécessite une attention particuliére de

la part des biologistes moléculaires.

100



Conclusion et perspectives



Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

L’impact potentiel du statut en sélénium sur la physiopathologie du
diabéte fait 1’objet de discussion intense. Le sélénium est un élément trace
essentiel, présentant un intervalle trés étroit entre effets bénéfiques et effets
toxiques. Cet intervalle doit étre déterminé pour chaque population, tout en

tenant compte de 1’individualité de la réponse a 1’exposition alimentaire au Se.

Ce travail souligne d’abord la fluctuation du statut sélénié, au cours du
temps, dans notre population. En effet, ce statut est en fonction de I’origine de
I’importation des céréales, selon qu’elles proviennent de région sélénifere dont
le sol est naturellement riche en Se (Canda, USA) ou séléniprive, dont le sol
n’est pas bien pourvu en Se, a I’image de la France. Cette fluctuation peut étre a
I’origine de pathologies liées aussi bien a la carence qu’a I’exces. En effet,
I’organisme s’adapte a un taux faible ou élevé de Se en modulant les besoins
cellulaires en fonction de ses apports. Cependant, toute perturbation dans ces
apports peut constituer un risque de déficience ou d’exces et c’est le risque

encouru par notre population.

En ce qui concerne 1’objectif de cette thése qui porte sur la relation entre Se
et DT2, il ressort de notre étude et de la bibliographie que la relation du

sélénium avec le diabéte est ambigué.

L apport alimentaire journalier du Se et le métabolisme du glucose semble
corroborer la notion d'association en forme de U, lié aussi bien a la carence qu’a
I’excés. Le modeéle prédictif suggere une association significative entre la
sélénoprotéine P, le sélénium plasmatique et le diabéte. Des concentrations

élevées étaient significativement associées au risque de DT2.

Néanmoins, des études supplémentaires sont nécessaires pour clarifier la
relation entre le Se et le diabéte chez I'nomme et pour identifier la plage
optimale d'ingestion de Se afin de minimiser les effets négatifs potentiels sur le
métabolisme du glucose tout en optimisant la prévention du diabéte de type 2.
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer l'association entre la
surexposition au Se et la résistance a l'insuline et le diabete, dont 1’hypothése

testée dans ce travail et qui porte sur une mauvaise incorporation de la
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sélénocystéine, un analogue de la cystéine. Jusqu'a présent, ces discussions

restent spéculatives. La variabilité inter-individuelle doit étre prise en compte.

La compréhension des mécanismes d’action des différents biomarqueurs
séléniés sur le métabolisme glucidique permettra de développer un traitement

contre le diabete.

Parmi une myriade de lignes de recherches futures portant sur le sujet,

nous pouvons nous pencher sur les suivantes :

- Le polymorphisme génétique peut étre un facteur impliqué dans
I’optimisation du statut sélénié. Le polymorphisme génétique des
sélénoprotéines a été associé a plusieurs pathologies dont le diabéte.
Le polymorphisme C/T du gene de la glutathion peroxydase a été
particulierement bien étudié. Il serait en relation avec la baisse de
I’activité de la Gpx 1 chez les méditerranéens. Ce qui reste a vérifier
dans notre population.

- Un des axes de recherche qui mérite une attention particuliére est la
régulation des niveaux de SePP dans I'organisme. Ceci pourrait décrire
une nouvelle stratégie pour le développement de thérapies contre le
DT2 et différentes autres pathologies dont le cancer.

- Au niveau moléculaire, il serait intéressant d’expérimenter I’impact
des espéces du Se sur les cellules pancréatiques.

Ainsi, ce modeste travail a déja le mérite de nous faire penser a d’autres
études plus ardues concernant I’implication du selénium dans différentes
pathologies notamment le cancer. Outre des études expérimentales, il serait
intéressant de faire une analyse des critéres diagnostiques et pronostiques, a

1’aide de nouvelles données populationnelles.

Un autre point tout aussi important est 1’établissement d’une table de
composition alimentaire propre a la population Algérienne. En effet, ceci ne sera
rendu possible qu’avec une origine clairement définie de nos produits

alimentaires particulierement les céréales.
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QUESTIONNAIRE

1-Parameétres anthropomeétriques

D00 00 P
50 <) 1100 0
Date et lieu de naissance : ............ccoveeviininniinnnn. P
POIdS oo Taille © oo

Tourdetaille.......ooviiiiii e, Tourdehanche.........ovviiiiii e

AT S & o

2-Parametre anthropo-sociologiques

Etes-vous :

Marié [J Célibataire [ Divorcé [] Veuf [J

PO S S 0N & o
QUEL €St VOITE SALAITE 7 ...ttt ettt e e e e e e e e
Vivez-vous dans une maison iNdividuelle ? ..........o.iiiiiriii e
Vivez-vous dans une :

Maison collective [ Haouch [ Batiment [

ELES-VOUS fUMEUL 7 ..o e e e et e e
Depuis combien d’anNEEs 7 .........oouintintitii e
Grossesse [1 Lactation [

Quiel est votre niveau scolaire ?

Analphabéte [ Primaire / Moyen [ Secondaire [ Universitaire [J
Pratiquez-vous une activité physique qUEICONQUE ? ... .. .oririnie e

Combien de fOIS Par SEIMAINE 7 . ...iuuiiitt ittt ettt et e et et e et e et e et e eneeeeaeenneennas

3-Famille

Consanguinité..............ccovveennann... Degré de consanguinité ...............oceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiaannn.
Phénoyupe des parents (diabete, autre pathologie)..........ooiiiiiiiiiis i
Antecédent familiaux de diabte. .. ... .. ..ot
Diabete gestationnel chez les femmes oui [ non(]

Avez-vous des antécédents personnels de maladies 7 ...
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Quels sont les médicaments prescrits ?

4- e cas index

A e dIagNOSTIGUE. ...\ttt ettt et e e e
Complication dégenératives du diabte............ooviriitiii i
PatNOlOgIES BSSOCIEES. . ...\ ettt ittt ettt et e e e e
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5- Parameétres biologiques
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HDL. ..o e LD s
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JOURNAL ALIMENTAIRE
NOM : Prénom : ...
Date et lieu de NaiSSance @ ..........ooiiiiiiiiiie i, Ao
AT S & et
Horaire, Lieu Nom de I’aliment et Quantité consommée
composition du plat
Petit-déjeuner
Déjeuner
Gouter
Diner
Grignotage
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