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RESUME

Le Ketosis-Prone Diabetes (KPD) est un phénotype de diabete intermédiaire entre le diabete
de type 1 et le diabéte de type 2, fréquemment rencontré chez le sujet d’origine noire
africaine. Cette forme de diabete suscite un intérét certain de par son évolution clinique
marquée notamment par la restauration de 1’insulinosécrétion initialement altérée. Sobngwi et
coll. en 2008 ont établi une association entre le virus HHVS8 et le KPD chez des sujets
Africains vivant en France. Nulle part ailleurs 1’étude n’a été reproduite. L’objectif de cette
these était de rechercher la potentielle association entre ’infection 8 HHVS et le KPD ; puis
d’évaluer I’impact de I’infection 8 HHVS sur le profil inflammatoire des phénotypes du
diabéte de type 2. L’étude s’appuie sur une population de patients Africains vivant en Afrique
admis consécutivement pour une décompensation hyperglycémique (glycémie a jeun>2,5g/1)
au Centre National d’Obésité de I’Hopital Central de Yaoundé. Plus spécifiquement, il était
question de :

e ¢tudier la fréquence du diabete non auto-immun a tendance cétosique (KPD);

e ¢tudier I’association entre le virus HHVS8 et le KPD;

e rechercher si I'infection a HHV8 est associée a un profil inflammatoire pouvant

participer aux phénotypes de diabete.

Etait inclus dans I’étude tout patient diabétique agé de plus de 18 ans présentant un diabete
aigu avec syndrome cardinal et cétonurie (KPD1), ceux ayant présenté un diabete inaugural
aigu avec syndrome cardinal et cétonurie et en rémission depuis plus de trois mois et sans
cétonurie a I’inclusion (KPD?2), et ceux présentant un diabéte de type 2 connu sans cétonurie
(DT2). Etait exclu de 1’étude tout patient présentant des stigmates d’auto-immunité du diabete
de type 1 A, un diabete « MODY », une endocrinopathie, une maladie du pancréas, ou un
diabete de type auto-immun.
Chez I’ensemble des participants admis, nous avons collecté les données cliniques (le poids,
la taille, I'IMC, le rapport tour de taille sur tour de hanche, la pression artérielle, et le
pourcentage de graisse) et des prélevements a jeun ont été effectués (sérum et cellules
mononuclées du sang périphérique) pour les analyses biologiques : la glycémie par glucose
oxydase, I’HbAlc par HPLC, les parametres du profil lipidique par des methodes
enzymatiques, les concentrations d’insuline et de peptide-C par électrochimiluminescence, les
anticorps anti-HHVS8 par immunofluorescence, I’ADN viral HHVS8 par PCR en temps réel, et
les marqueurs de I’inflammation par le Luminex). Les indices HOMA-B et HOMA-IR ont été
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utilisés pour évaluer I’insulinosécrétion et la sensibilit¢ a 1’insuline respectivement. Les
marqueurs sérologiques de 1’inflammation recherchés étaient : TNF-a, MCP-1, IL-8, MIP-1J,
VEGF et MIP-10.

Au total, 173 patients ont été inclus, parmi lesquels 124 DT2, 49 KPD dont 34 KPD1 et 15
KPD?2. Les patients KPD représentent environ 1/3 de la population étudiée. La séroprévalence
des anticorps anti-HHVS8 dans la population générale étudiée était de 50,9% (88 sur 173
patients). Elle était de 38,8% (19 sur 49 patients) chez les patients KPD et de 55,6% chez les
DT2 (69 sur 124 patients) (p=0,06). Notre étude ne fait pas ressortir de séroprévalence
HHVS accrue chez les patients KPD. L’ADN viral HHVS était absent chez les sujets KPD?2.
Toutefois les KPD1 et les DT2 ont présenté de I’ADN viral a fréquence comparable (11,8%
vs 9%) (p=0,4). La charge virale HHV8 médiane était de 555 et 830 copie/ml chez les KPD1
et DT2 respectivement (p=0,94). Au plan clinique et métabolique, la présence de I’ADN viral
HHVS est associée a un déficit de sécrétion en insuline (ce traduisant par des concentrations
de peptide-c et un HOMA-f bas), des taux de cholestérol total et de LDL cholestérol plus
élevés et un indice de masse corporelle plus bas. En revanche, en absence de ’ADN viral, la
positivité aux anticorps anti-HHVS8 est associée a une meilleure sécrétion en insuline. Au plan
de la population générale du groupe de patients sélectionnés parmi les sujets détectés positifs
pour les anticorps anti-HHVS vs les sujets négatifs, indépendamment de leurs phénotypes de
diabete, nous ne retrouvons pas de différence significative parmi les six cytokines et
chemokines testées (TNF-a, MCP-1, MIP1-0, IL-8, MIP1-B, VEGF). Les mémes résultats
sont obtenus chez les sujets détectés positifs pour I’ADN viral vs les sujets négatifs. Les
patients en decompensation cétosique avaient un profil plus proinflammatoire que les patients
hors cétose. Au sein de la population des patients en décompensation cétosique, la présence
de ’ADN viral ou des anticorps anti-HHV8 est associé a une augmentation du profil
inflammatoire.

Contrairement a nos resultats attendus, le KPD n’est pas associé au virus HHVS8 en Afrique.
Cependant, nous retrouvons chez ceux qui sont en décompensation cétosique un profil plus
proinflammatoire qui nécessite de pourssuivre I’investigation concernant les determinants

environnementaux asymtomatiques notemment d’autres infections virales.
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AVANT-PROPOS

Le présent projet de thése a été réalis¢ dans le cadre d’une cotutelle entre I’Université de
Yaoundé I et ’Université de Paris 6 sous la direction des Professeurs Jean Claude Mbanya et
Eugene Sobngwi tous deux enseignants a 1I’Université de Yaoundé I, et sous la co-direction du
Professeur Jean Francois Gautier enseignant a 1’Université de Paris 6. Ledit projet de these
porte sur la question cruciale de la relation qui lie les maladies infectieuses aux maladies
métaboliques. En particulier, il était question d’investiguer le lien entre I’infection par le virus
de I’herpes de type 8 et une forme atypique de diabéte fréquemment observée en Afrique Sub-
Saharienne (le diabete non auto-immun a tendance cétosique). Cette forme de diabete suscite
un intérét certain de par son évolution clinique marquée notamment par la restauration de
I’insulinosécrétion initialement altérée. Notre travail s’inscrit dans 1’axe de recherche de notre
laboratoire qui vise a étudier les événements environnementaux susceptibles de modifier le
phénotype de certains diabetes. Celui-ci est le fruit de la collaboration fructueuse entre les
gouvernements Camerounais et Francais a travers un financement du Service de la
Coopération et d’Action Culturelle de I’Ambassade de France au Cameroun. Cette these a
également recu le financement de 1I’Institut Servier a travers une bourse de mobilité. La
collecte des données (aspects cliniques) a été menée au Centre National d’Obésité de
I’Hopital Central de Yaound¢, au Cameroun, ou nous avons effectué des prélevements
biologiques dans une population de patients suivis pour un diabete. Les dosages préliminaires
ont été effectués au Laboratoire de Médecine Moléculaire et de Métabolisme (M3Lab) du
Centre de Biotechnologie de 1’Université de Yaoundé I au Cameroun. Ces échantillons
biologiques ont été acheminés a 1’Hopital Saint Louis de Paris, pour la suite des analyses
biologiques. Les dosages virologiques et hormonaux ont été réalisés respectivement dans
les Services de Microbiologie et d’Hormonologie de 1’Hopital Saint Louis de Paris.

Cette these comprend une introduction générale suivie par une revue de la littérature, qui a été
organisée en trois grandes parties. Une premicre sur le diabéte du sujet d’origine africaine.
Dans cette partie nous nous intéresserons premierement aux particularités épidémiologiques
du diabete en Afrique (section 1), aux spécificités cliniques du diabete en Afrique (section 2)
et a la description du phénotype, des données physiopathologiques du diabéte non auto-
immun a tendance cétosique (section 3). Dans la seconde partie la place des infections virales
dans les phénotypes de diabete en Afrique est présentée. Enfin dans une troisieme partie, nous
discutons du réle de I’inflammation dans les phénotypes de diabete. Apres la revue de la
littérature, nous présenterons les objectifs de la these, le matériel et les méthodes utilisées, les

résultats obtenus, une discussion générale, et enfin une conclusion et perspectives.
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INTRODUCTION



Le diabete demeure un probleme de santé publique dans le monde du fait de sa progression
épidémique. Selon les estimations de la Fédération Internationale du Diabete (FID), la
prévalence du diabete a 1’échelle mondiale en 2013 était de 382 millions de personnes. La
FID estime qu’en 2035, ce chiffre atteindra 592 millions d’individus. Il touche 5,1% de
personnes en Afrique(1). Le diabéte est un groupe d’affections métaboliques caractérisées par
une hyperglycémie chronique résultant d’un défaut de sécrétion, d’action de I’insuline ou des
deux. Le diabete de type 1 (DTI1) et de type 2 (DT2) constituent les formes majeures.
Cependant, il existe une forme particuliere de diabete fréquemment observée chez les sujets
d’origine africaine: le « diabete atypique » (Ketosis-prone diabetes, KPD) qui a été classifié
par I’American Diabetes Association (ADA) et I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS)
en type 1B (type 1 sans évidence d’autoimmunité) par opposition au type 1A lié & une
destruction autoimmune des cellules béta pancréatiques(2, 3).

En effet, dans le DTI, il existe une auto-immunité spécifique, une inflammation et une
infiltration a prédominance lymphocytaire et macrophagique des ilots B-pancréatiques, une
destruction des cellules B conduisant a un déficit absolu de sécrétion d’insuline. Le DT2
associe des causes multifactorielles dont la résultante est une sécrétion d’insuline insuffisante
en réponse au glucose et une insulinorésistance des tissus sensibles a ’action de 1’insuline
(foie, muscle, tissus adipeux). D’autres anomalies présentes dans le DT2 vont contribuer a
entretenir le désordre métabolique, a savoir la sécrétion inappropriée de glucagon, des
anomalies de sécrétion et de I’action des incrétines (glucagon-like peptide-1 [GLP-1] et
glucose-dependent insulinotropic polypeptide [GIP]), et une inflammation de bas grade(4-7).
La symptomatologie du DT1 et le DT2 chez le sujet africain est similaire a celle décrite dans
d’autres populations. Toutefois, on retrouve chez les sujets originaires d’Afrique sub-
saharienne les auto-anticorps spécifiques au DT1 chez moins de 50 % des DT1 nouvellement
diagnostiqués, comparativement aux caucasiens chez qui, ils sont présents chez 60 a 85% des
patients(8, 9). Par ailleurs, le génotype HLA de susceptibilité¢ au DT1 (HLA DR3-DQ2/DR4-
DQ8) serait peu associé au DT1 chez les patients d’Afrique sub-saharienne(10). Le KPD est
un phénotype de diabete intermédiaire entre DT1 et DT2. Il se déclare comme un DT1, avec
une cétose, voire une acidocétose, un déficit absolu de sécrétion d’insuline sans facteur de
décompensation évident, mais ne présente pas les stigmates d’auto-immunité observés
classiquement dans le cas du DT1. Par la suite, la majorité des KPD pourront arréter la prise
d’insuline sur une période pouvant durer des années en maintenant un excellent controle
métabolique avec un traitement oral et une alimentation équilibrée(11). Il n’existe aucune

association entre les alleles ou haplotypes de susceptibilité du diabete de type 1 classique et le
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KPD(11, 12). Les personnes atteintes sont majoritairement de sexe masculin, I’age moyen au
moment du diagnostic est compris entre 40 et 45 ans et une minorité de patients présentent
une obésité marquée. Initialement décrit dans des populations noires-américaines(13, 14), le
KPD a été plus récemment décrit au sein de populations d’origine asiatique(15-17), et chez
des caucasiens(18). Le KPD a également été observé dans une population de patients
d’origine africaine vivant en France(3). Ce phénotype pourrait représenter environ 10-15%
des cas de diabete des populations noires-américaines et noires-africaines(3, 19). Le KPD
présente toutes les anomalies métaboliques du DT2, a savoir 1’insulinorésistance hépatique,
musculaire et adipocytaire, une désensibilisation des cellules B et des cellules a au glucose, et
une sécrétion inappropriée de glucagon(20, 21).

La cétose semble, jusqu’a ce jour, la seule anomalie commune avec le DT1. Il est reconnu que
la majorité des phénotypes de diabete résulte d’une interaction géne-environnement. Les
infections virales pourraient jouer un role dans 1’apparition, le maintien, ou 1’exacerbation,
des désordres métaboliques observés au cours des différents types de diabete(22). Certaines
infections virales, telles que les infections aux virus de la rubéole, des oreillons, le
cytomégalovirus, le virus Epstein-Barr, les rétrovirus, le rotavirus et les entérovirus, sont
évoquées comme jouant un role dans le déclenchement de la réaction auto-immune dans le
DT1(23). L’infection au virus de I’hépatite C, I’infection au virus de 1I’immunodéficience
humaine (VIH) et le traitement antirétroviral augmentent le risque du DT2(24). L’infection au
virus humain de I’herpes de type 8 (HHV-8) a été associée a la cétose observée au cours de la
décompensation du KPD(25).

Différents mécanismes étiopathogéniques du KPD ont été proposés, tels que: un stress
oxydant important, la lipo-glucotoxicité, des facteurs génétiques(11, 26-33). Notre équipe a
suggéré I’hypothése d’une participation virale, au vu du caractere bruyant de la découverte du
diabéte (décompensation cétosique) et du déficit transitoire de 1’insulinosécrétion(20). Le
virus de I’herpés humain type 8 (HHVS) est présent a 1’état endémique en Afrique sub-
saharienne, ou 30 a 60 % des adultes ont des marqueurs de 1’infection HHVS8 sans avoir eu de
manifestation clinique dans la majorité des cas. Ce virus a été associé au sarcome de Kaposi,
qui a son tour est fréquemment associée au diabete(34, 35). Il convient de noter que la
distribution géographique du virus HHVS8 dans le monde est a quelques exceptions pres
superposable a celle du KPD. En 2008, notre équipe a établi une association entre le virus de
I’herpes HHVS et le KPD chez des patients Africains vivant en France sur la base de trois

d’arguments(20):



- nous avons retrouvé dans notre étude des anticorps anti-HHVS8 chez 87% des KPD,
contre 15% chez les DT2 et 40% chez les t¢émoins normoglycémiques ;
- I’ADN viral HHVS a pu étre isolé des cellules mononuclées chez 46% des sujets KPD
étudiés en phase aigué de décompensation cétosique, contre O % chez les sujets DT2 ;
- au cours de la culture in vitro de cellules B-pancréatiques humaines en présence de
HHVS, nous avons pu retrouver les protéines HHVS8 dans les cellules beta en culture,
montrant la capacité du virus a infecter la cellule B(25).
Ces résultats in vitro, suggerent que HHVS puisse infecter directement et sélectivement les
cellules B-pancréatiques, induisant un déficit aigu de sécrétion d’insuline et la cétose
résultante. Ingianni et coll. en 2007 dans une population Sarde avaient retrouvé de I’ADN
viral HHVS8 chez 23% de patients ayant un diabete de type 2 contre 12% chez des sujets
normoglycémiques(36). Récemment, I’association entre le virus HHV-8 et le DT2 a été
également rapportée par Caselli et coll. (2013) au sein d’une population Sarde(37). La
séroprévalence des anticorps anti-HHVS8 était de 57% chez les sujets DT2, et 17% chez les
sujets normoglycémiques(37). Comme les autres virus herpétiques, le virus HHV-8 a la
capacité de rester latent dans un contexte d’immunotolérance (latence), et de réactiver sa
réplication selon les conditions de vie offertes par I’hote (réplication lytique). Cette bivalence
dans la relation virus-systtme immunitaire de I’hote pourrait se superposer a la phase de
deéficit absolu de sécrétion d’insuline (réplication du virus) suivie d’une reprise de la sécrétion
en phase de rémission (latence du virus) dans le KPD. Le virus pourrait également avoir un
effet indirect sur la cellule . Il est en effet possible que la réactivation du virus induise un état
pro-inflammatoire délétere a la fonction B-pancréatique.
Dans la continuité des travaux menés par notre équipe nous nous sommes proposé de
rechercher la potentielle association entre ’infection a HHVS8 et le KPD ; puis d’évaluer
I’impact de I’infection a HHVS sur le profil inflammatoire des phénotypes du diabete de type
2 dans une cohorte d’Africains vivant en Afrique.
Nous avons choisi des sujets Camerounais atteints de KPD et DT2 comme modele pour

caractériser les interactions entre le virus HHVS, I'inflammation et la fonction beta cellulaire.



CHAPITRE I: REVUE DE LA
LITTERATURE



PARTIE I.1: Diabéte du sujet d’origine africaine

Pourquoi une partie spécifique portant sur le diabéte du sujet originaire d’Afrique
Subsaharienne ?

D’une part, pour des raisons épidémiologiques : la prévalence du diabeéte sucré est en tres
forte augmentation en Afrique Subsaharienne. Il est prévu que le nombre de patients soit
multiplié par 2,5 entre 2000 et 2025, avec une nette prédominance urbaine (38). De plus, la
prévalence est encore plus élevée dans les populations d’origine africaine résidant dans les
pays développés (39).

D’autre part, en raison de I’existence de spécificités cliniques et physiopathologiques du
diabéte chez les patients d’origine africaine : en effet, il a été décrit un phénotype particulier
de diabete, classifié par [’American Diabetes Association (ADA) et 1’Organisation Mondiale
de la Santé (OMS) comme diabete de type 1B ou diabete de type 1 idiopathique, qui est
observé majoritairement au sein des populations noires (Africaines-Américaines, Afro-
Caribéennes, ou Africaines Subsahariennes) (19). Cette forme de diabéte suscite un intérét
certain de par son évolution clinique marquée notamment par la restauration de
I’insulinosécrétion initialement altérée.

Dans cette partie, nous nous intéresserons aux particularités épidémiologiques du diabete en
Afrique (section 1), aux spécificités cliniques du diabete en Afrique (section 2) et a la
description du phénotype, et des données physiopathologiques du diabéte non auto-immun a

tendance cétosique (section 3 : Article 1).

Section 1: Epidémiologie du diabete en Afrique

Elle est la traduction du phénomene de transition épidémiologique. Ce phénomene se
caractérise par la régression de la morbi-mortalité liée aux maladies infectieuses, la
diminution de la natalité et de la mortalité infantile, et le vieillissement de la population en
relation avec le développement socio-économique, combinés a 1’augmentation des maladies
non-infectieuses, notamment, cardiovasculaires et métaboliques, dont le diabete de type 2.
Ainsi, la prévalence du diabete et des maladies cardiovasculaires est en nette augmentation en

Afrique en raison principalement du vieillissement des populations (augmentation de



I’espérance de vie) et des modifications des modes de vie liées aux phénomenes
d’urbanisation et d’occidentalisation.

L’Europe, par exemple, a connu une transition épidémiologique tres progressive, étalée sur 2
a 3 siecles permettant une adaptation. Par contre, 1’ Afrique est en train de connaitre 1’une des

plus rapides transitions épidémiologiques de I’histoire, en un demi-siecle.

1.1. Prévalence du diabete de type 2

Les données publiées entre 1959 et 1985 font état de taux de prévalence entre O et 1,4 % en
Afrique Noire et 0,6 a 3,6 % en République Sud-Africaine. Les données plus récentes, qui
refletent a la fois le bénéfice d’une uniformisation méthodologique, et 1’effet de I'urbanisation
et de I’occidentalisation, indiquent une augmentation remarquable. Trois a quatre décennies
aprés I’indépendance des pays d’Afrique Noire (intervenue autour des années 1960), on
observe une croissance de la prévalence du diabete, avec un gradient positif rural — urbain a
travers I’ensemble des populations étudiées. La prévalence du diabete est de I’ordre de 0 a 2%
dans les zones rurales, et de 1 a 6% en région urbaine d’Afrique Noire. En Afrique du Sud et
au Maghreb, des prévalences de 4 a 9% sont rapportées. Les populations d’origine indienne
vivant sur le continent africain ont les prévalences les plus élevées, 10-13%. Il est a noter que
les populations Noires des Caraibes, d’Europe et des Etats Unis d’Amérique ont des

prévalences de ’ordre de 12 a 14% (40E, 41).

1.2. Principaux facteurs de risque du diabete de type 2

En Afrique noire, les facteurs de risque du diabete de type 2 different peu de ceux identifiés
chez les Caucasiens. L’age, 'urbanisation, I’inactivité physique, le mode d’alimentation,
I’obésité sont associés a l’augmentation de la prévalence du diabéte. Comme chez les
Caucasiens, les facteurs physiopathologiques intervenant dans le développement du diabete de
type 2 sont l'insulinorésistance et un déficit de l'insulinosécrétion (42, 43). In fine, les
facteurs de risque peuvent étre déclinés en facteurs modifiables et non modifiables. Les
facteurs de risque non modifiables sont I’age et I’origine ethnique, et les facteurs modifiables
sont ceux liés aux changements de mode de vie en relation avec 1’urbanisation.

L’age: Comme dans les autres populations, la fréquence du diabete de type 2 augmente avec
I’age. Toutefois, il existe une spécificité démographique en Afrique. Entre les indépendances
(vers 1960) et les années 1990, I’espérance de vie a presque doublé dans de nombreux pays.
Par exemple au Cameroun, I’espérance de vie est passée de 35 ans en 1960 a 57 ans en 1990.
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De plus, la régression des maladies infectieuses, et la réduction de la natalité se sont
accompagnées de ce phénomene connu sous le terme de transition démographique qui
combine la diminution des classes d’age jeunes et le vieillissement de la population, et
favorise 1’augmentation de prévalence du diabéte de type 2. La pandémie du SIDA tend
cependant a infléchir cette tendance.

L’origine ethnique: L’ Afrique est le deuxieme continent en superficie et abrite environ 800
millions d’habitants répartis au sein d’une soixantaine de nationalités et un millier d’ethnies.
Les études de populations multiethniques mettent en évidence des variations de prévalences
inter groupes qui ne sont pas expliquées par le seul niveau socio-économique. Ainsi, les
populations africaines d’origine indienne ont les prévalences les plus ¢€levées, suivies des
populations maghrébines et des populations noires urbaines (40). Les plus faibles prévalences
sont retrouvées dans les populations rurales d’Afrique Subsaharienne. A notre connaissance,
aucune étude génétique a grande échelle n’a identifié de mutations, polymorphismes ou geénes
candidats spécifiques.

L’urbanisation: La résidence urbaine est associée a des prévalences du diabete 1,5 a 4 fois
supérieures a celles observées en milieu rural (44). Cette observation est spécifique a
I’Afrique et la Chine, ailleurs, il n’existe plus de grande différence de prévalence urbaine -
rurale (38). En plus de la résidence urbaine, la durée totale ou le pourcentage d’années de vie
passées en milieu urbain sont aussi des facteurs indépendamment associés au diabete de type
2 (45). La population africaine est en majorité rurale (66% rurale et 34% urbaine), cependant
le taux de croissance urbaine est tres élevé, et ’on estime a 70% la population du continent
africain qui résidera en zone urbaine en 2025 (46).

L’inactivité physique: La principale différence entre les populations urbaines et rurales
africaines est le niveau d’activité physique, chez les hommes et chez les femmes, quelle que
soit la tranche d’age. Les activités professionnelles en zone rurale sont essentiellement
agropastorales et a haute intensit¢ de main d’ceuvre, contrairement aux villes qui sont plus
occidentalisées et dont marquées par une proportion croissante d’emploi sédentaire. Par
ailleurs, la plus grande différence en terme de dépense énergétique quotidienne entre les
populations urbaines et rurales est liée a I’usage de la marche comme moyen de transport
(47). Quels que soient la tranche d’age et le sexe, les populations rurales utilisent la marche
comme moyen de transport 2 a 5 fois plus souvent que les populations urbaines, et le nombre
de minutes de marche est inversement associé au diabéte dans ces mémes populations (48).
Les populations rurales africaines ont une activité physique jusqu’a 5 fois plus importante que

celles des pays développés d’age comparable (49-51).



Les habitudes alimentaires: la différence entre les populations urbaines et rurales est moins
nette. Dans certaines populations, la consommation calorique quotidienne et I’apport lipidique
sont peu différents (52). Toutefois, la consommation de sucres raffinés augmente dans les
villes, et les aliments de consommation fréquente en zone urbaine tendent a étre d’index
glycémique plus élevé que ceux de consommation courante en zone rurale (53). La relation
entre 1’alimentation et la prévalence du diabete de type 2 en Afrique a été peu étudiée.

L’obésité: Découlant des différences de mode d’alimentation et d’activité physique, 1’obésité
est beaucoup plus fréquente dans les populations urbaines africaines par rapport aux
populations rurales. Par exemple 7.3% vs. 0.2% chez les hommes urbains vs. ruraux et 19.8%
vs. 4.2% chez les femmes urbaines vs. rurales en Tanzanie (54). L’obésité est associée de
facon indépendante au diabete de type 2 dans ces populations. La prévalence de la surcharge
pondérale et de 1’obésité est plus élevée encore dans les populations d’origine Afro-

caribéennes résidant en Europe et en Amérique.

1.3. Les projections

La conjonction du vieillissement de la population et de ['urbanisation rapide avec
I’augmentation de I’inactivité physique et de I’obésité donnera lieu a une multiplication de la
prévalence du diabete de type 2 en Afrique. Dans ce continent, le nombre d’adultes vivant
avec le diabete passera de 19,8 millions en 2013 a 41,4 millions en 2035, soit une
augmentation d’environ 109 % de personnes vivant avec le diabete (1). On estimait a 3,5
millions le nombre de patients diabétiques résidant en Afrique Subsaharienne en 2000, et d’ici
a 2025, ce nombre pourrait atteindre 8,4 millions (38). Le diabéte qui constitue déja un
probleme majeur de santé publique représentera un fardeau sur les systemes de santé

disproportionnés par rapport aux ressources consacrées a la santé dans les pays africains.

1.4. Epidémiologie du diabete de type 1

Les données concernant le diabete de type 1 en Afrique sont rares. Le diabéte de type 1
représente jusqu’a 25% des populations de patients en Afrique selon les séries (55-58) et
I’incidence annuelle varie de facon significative en fonction du pays. Une seule étude
d’incidence dans la population générale a été publiée (59). Des données de registres sont
également disponibles pour la Libye (60). Globalement, I’incidence est comprise entre 1,5 et
10,1 nouveaux cas pour 100 000 dans la tranche d’age de 0 a 19 ans. Ces données sont
compatibles avec le concept de gradient nord-sud d’incidence du diabéte de type 1.
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L'incidence du diabete de type 1 chez les Noirs américains est plus faible que chez les
Caucasiens: entre 3,3 a 11,8 pour 100000 vs. 12,3 a 16,9 pour 100 000 (61). II est possible que
l'incidence du diabete de type 1 soit sous-estimée dans certains pays d’Afrique du fait de la
difficulté d'acces aux services de santé et a l'insuline ; la survenue de cette maladie étant alors
rapidement mortelle. A I’inverse, les cas de diabétes atypiques insulinotraités peuvent induire
une surévaluation de I’incidence compte tenu de I’augmentation de la fréquence du diabete de

type 2 a révélation cétosique chez les enfants.

Section 2: Spécificités cliniques

Le diabéte est caractérisé dans les populations d’origine africaine par une fréquence élevée
des complications aigués et chroniques, et 1’existence de formes cliniques atypiques. Le
diabete de type 2 représente la majorité des cas (70-90%), la proportion de patients présentant
un diabete de type 1 est variable, pouvant atteindre 25% selon les séries (55, 62). Le diabete
dit tropical représente moins de 1% des cas ; alors qu’environ 10 a 16% pourraient avoir un
diabete de type 2 a tendance cétosique (40). Le diabete de type 2 est caractérisé chez les
patients d’origine africaine par un age de survenue plus précoce que chez les patients

européens ; en moyenne 10 ans plus tot.

2.1. Les complications

Les complications aigués sont fréquentes. La mortalité par manque d’insuline n’est cependant
pas anecdotique dans certaines régions d’Afrique pour des raisons socio-économiques. Gill et
coll. ont rapporté une mortalité de 16% sur 10 ans dans une cohorte de patients ayant un
diabete de type 1. La moitié de ces déces était due a des épisodes infectieux ou a une
acidocétose (63). Les épisodes infectieux sont fréquents et peuvent €tre le mode de révélation
du diabete chez pres d’un patient sur quatre (64).

La prévalence des complications microvasculaires est plus élevée chez les Noirs que chez les
Caucasiens. Aux Etats Unis d’Amérique, les patients afro-américains ayant un diabete de type
2 ont 2 a 4 fois plus de risques de développer ce type de complications que les sujets
caucasiens (65). Il a été suggéré que ceci soit en relation avec une prédisposition génétique
sans que cette hypothése ne soit jamais confirmée. L’hypertension artérielle et le mauvais
équilibre glycémique sont toutefois fréquents, et sont des facteurs de confusion qui rendent

difficile D’interprétation des différences inter-ethniques. La prévalence de I’hypertension
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artérielle dans les populations d’Afrique Noire, des Caraibes et des Etats Unis d’Amérique est
estimée a 14,26 et 33% respectivement, avec un ratio Noir / Caucasien de 1’ordre de 1,5 (66),
et contribue probablement a 1’aggravation et a la précocité de survenue des complications. Au
sein des communautés multiethniques, 1’équilibre glycémique est en moyenne moins
satisfaisant dans les populations Noires, probablement du fait du statut social et de la
difficulté¢ d’acceés aux soins (67-69). De plus, I’interprétation des données de prévalence des
complications chroniques du diabete est difficile car la durée du diabete peut étre sous-
évaluée.

Rétinopathie: Elle est observée chez 15 a 55 % des patients, avec une proportion élevée des
stades graves (rétinopathie proliférative, atteinte maculaire) chez ceux dont la durée du
diabete est supérieure a 5 ans (environ 15%) (70). Le diagnostic tardif du diabete pourrait
expliquer que jusqu’a 21 — 25 % des patients de type 2 et 9,5 % des patients de type 1 ont déja
une rétinopathie au moment du diagnostic du diabete (44, 48, 49).

Néphropathie: Les études réalisées en milieu hospitalier révelent que 32 a 57% des patients
ayant une durée connue du diabete moyenne comprise entre 5 et 10 ans ont une micro
albuminurie. Un tiers des patients des services d’hémodialyse sont des patients diabétiques, et
la fréquence de macro protéinurie est de 5,3 a 28% et augmente avec la durée du diabete.
Cependant la prévalence de néphropathie diabétique est probablement moins importante,
compte tenu de I’existence de protéinurie d’étiologie parasitaire et drépanocytaire qui n’ont
pas été exclues dans toutes les études (70).

Neuropathie: Les symptomes de neuropathies périphériques sont rapportés chez 9,5 a 42%
des patients. La dysfonction érectile atteindrait jusqu’a 49% des patients (70). La neuropathie
autonome cardiaque lorsqu’elle est recherchée est retrouvée chez un patient diabétique de
type 1 sur trois (89). Globalement les symptomes de neuropathie sont tres fréquents au
moment du diagnostic du diabete et semblent moins influencés par la durée du diabete que la
rétinopathie ou la néphropathie (74). Des différences ethniques pourraient exister compte tenu
de la fréquence ¢élevée des neuropathies douloureuses chez les patients d’origine maghrébine
97).

Coronaropathie: Les complications macro vasculaires seraient moins fréquentes en Afrique
Subsaharienne, mais il existe peu de données sur le sujet en raison de la rareté des facilités
diagnostiques. La cardiopathie ischémique est rapportée chez 8,7 % d’une population de
diabétiques de type 2 au Burkina Faso (71).

L’hypertrophie et la dysfonction ventriculaires gauches sont plus fréquentes (jusqu’a 50% de

patients asymptomatiques) et pourraient expliquer la fréquence élevée d’insuffisance
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cardiaque congestive (72, 73). Le -caractere pathologique de toutes les anomalies
ventriculaires gauches rapportées n’a cependant pas été confirmé par des comparaisons a des
populations africaines non diabétiques.

Artériopathie des membres inférieurs et pied diabétique: En fonction de la méthode
diagnostique (absence de pouls a I’examen clinique ou Iésion objectivable a 1’echo-Doppler),
des fréquences de 4,4% a 28% sont rapportées dans des séries hospitalicres (70).

Les amputations de membre inférieur sont effectuées chez 1,4% a 6,7% des patients et la
fréquence des ulcérations des pieds est estimée a 12% parmi les patients diabétiques
hospitalisés (16). Au sein d’une cohorte de 2250 patients, ’dge moyen au moment de
I’amputation était de 37 ans chez les patients diabétiques de type 1 et 59 ans chez les patients
diabétiques de type 2 ; 20% des cas étant considérés d’étiologie ischémique (74). Les 1ésions
d’artérite semblent en effet moins souvent en cause que la neuropathie périphérique et les
infections dans le développement et I’évolution des 1ésions de pied chez les patients d’origine
africaine (16).

Accidents vasculaires cérébraux: Leur incidence est difficile a évaluer en raison de la
mortalité extrahospitaliere. Cependant, la mortalité par des accidents cardiovasculaires en
Afrique est 3 a 6 fois supérieure a celle retrouvée en Grande Bretagne, du fait de la prévalence
¢levée de I’hypertension artérielle non traitée (98).

En conclusion, les 1ésions macro vasculaires semblent moins fréquentes chez les patients
africains vivant en Afrique que chez ceux vivant dans les pays développés et chez les patients
caucasiens. A I’inverse, il existe une prévalence élevée des complications micro vasculaires
quelques soit le lieu de residence, mais il a éta rapporté que la prévalence des complications
néphropatiques étaient plus élévées chez les Africains vivant en Afrique par rapport aux
Africains vivant en France et aux caucasiens(75). De ce fait, il est difficile de dire si elle
releve d’une prédisposition génétique ou de facteurs de confusion tels que la prévalence

¢levée d’hypertension artérielle non traitée et le controle métabolique non satisfaisant.

2.2. Les diabétes atypiques

Les autres types particuliers comportent le diabete dit tropical ou diabete 1i€ a la malnutrition

et le diabete non auto-immun a tendance cétosique.

2.2.1. Le diabete dit « tropical »
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Historique: Initialement évoqué en 1907, il fut décrit pour la premiere fois par Hugh-Jones
sous le nom de diabete de type J (pour Jamaique) dans un sous-groupe de 13 patients d’une
population de 215 sujets diabétiques en Jamaique. Plusieurs descriptions similaires ont suivi
en Indonésie, en Ouganda et en Inde (76).

Clinique: Ce type de diabete survient en général avant 1’age de 30 ans et se caractérise par
une forte hyperglycémie, un indice de masse corporelle inférieur a 19 kg/m?, des antécédents
de malnutrition, des besoins quotidiens en insuline élevés (>1.5Ul/kg/j), une absence de
cétose a Dl’arrét de D’insuline. Il peut s’accompagner de douleurs abdominales et de
calcifications pancréatiques en ’absence d’alcoolisme, d’hyperparathyroidie et de calculs
biliaires. On lui décrit deux formes : D’atteinte pancréatique par carence protéique et la
pancréatite fibro-calculeuse (77).

La malnutrition: Elle est incriminée comme facteur étiologique, d’ou I’appellation de diabéte
sucré lié a la malnutrition. En effet, au cours du kwashiorkor, état de malnutrition protéino-
énergétique sévere, on observe une tendance a une diminution de I’insulinosécrétion et de la
tolérance au glucose qui sont réversibles avec la correction de la malnutrition.

Relation avec la consommation de manioc: L’cffet possible des toxines de manioc
(cyanides) dans 1’¢tiopathogénie de ce type de diabete a été évoqué par Mc Millan et
Geevarghese en observant que la distribution géographique du diabete est superposable aux
zones de forte consommation de manioc (78). Cependant, bien qu’il ait ét¢ montré que
I’administration prolongée de manioc chez le rat peut entrainer une hyperglycémie modérée
sans diabete franc, des données plus récentes semblent exclure un rdle diabétogéne du manioc
chez I’animal (79). Les études cas-témoins chez 1I’homme présentant une pancréatite
chronique calcifiante ne retrouvent pas non plus d’association avec la consommation de
manioc (76). D’autre part, des prévalences similaires d’intolérance au glucose et de diabete
ont été retrouvées dans deux populations rurales tanzaniennes, 1’une ayant une alimentation
essentiellement a base de manioc et I’autre n’en consommant pratiquement pas (80). De notre
point de vue, il n y a donc pas assez d’évidence en faveur de I’implication du manioc dans

I’étiopathogénie du diabete en région tropicale.
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2.2.2. Diabete non auto-immun a tendance cétosique (KPD)

Le diabete non auto-immun a tendance cétosique fait I’objet de la section 3 de cette partie.

Section 3: Diabéte non auto-immun a tendance cétosique (KPD)

Le KPD est un phénotype de diabete intermédiaire entre DT1 et DT2. 1l est caractérisé par la
survenue d’un syndrome cardinal avec cétose, chez des sujets 4gés en moyenne de 40-45 ans,
sans facteur de décompensation au moment du diagnostic évoquant un diabete de type 1.
Apres un traitement initial par I’insuline, plus de 50% des sujets bénéficient d’un sevrage de
I’insuline allant de quatre mois a plus de 10 ans, et présentent un phénotype similaire au
diabete de type 2 (non insulino-dépendant), justifiant I’appellation de diabéte de type 2
cétosique(81).

Il n’existe aucune association entre les alleles ou haplotypes de susceptibilité¢ du diabete de
type 1 classique et le KPD. Nous avons démontré précédemment qu’il n’existe aucune
différence dans la fréquence des alleles, des haplotypes et des génotypes de susceptibilité du
diabete de type 1 (DRBI, DQB1) chez les KPD en comparaison au DT2(12). Ce travail
préliminaire effectué par notre équipe a fait I’objet d’une publication (Article 5 présenté en
annexe) dans le Journal Diabetes Research and Clinical Practice. J’en suis 1’un des co-
auteurs. Les personnes atteintes du KPD sont majoritairement de sexe masculin, I’age moyen
au moment du diagnostic est compris entre 40 et 45 ans et une minorit€ de patients présentent
une obésité marquée. Initialement décrit dans des populations noires-américaines, le KPD a
¢été plus récemment décrit au sein de populations d’origine asiatique et chez les caucasiens. Le
KPD a également ¢été¢ observé dans une population de patients d’origine africaine vivant en
France. Ce phénotype pourrait représenter environ 10-15% des cas de diabete des populations
noires-américaines et noires-africaines(19). Le KPD présente toutes les anomalies
métaboliques du DT2, a savoir I’insulinorésistance hépatique, musculaire et adipocytaire, une
désensibilisation des cellules B et des cellules a au glucose, et une sécrétion inappropriée de
glucagon. Les études métaboliques suggerent la présence d’un déficit transitoire de I’insulino-
sécrétion en réponse au glucose ou au glucagon(20, 21). Les mécanismes a ’origine de ce
déficit ne sont pas connus. De nombreuses hypotheses ont été suggérées, notamment: un
stress oxydant important, la lipo-glucotoxicité et des facteurs génétiques(82). Aucune de ces
hypotheses n’a jusqu’a présent été validée. Pourtant, la compréhension des mécanismes du

déficit transitoire de 1’insulinosécrétion ouvrirait de nouvelles voies thérapeutiques en vue de
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la prolongation de la rémission du type 2 a tendance cétosique et pour la restauration de la
capacité fonctionnelle des cellules B dans les autres types de diabéte. Au vu du caractere
bruyant de la découverte du KPD (décompensation cétosique) et du déficit transitoire de
I’insulinosécrétion, notre équipe a suggéré I’hypotheése d’une participation virale. Le virus de
I’herpeés humain type 8 (HHVS) est présent a I’état endémique en Afrique sub-saharienne, ou
30 a 60 % des adultes ont des marqueurs de ’'infection HHVS8 sans avoir eu de manifestation
clinique dans la majorité des cas. Ce virus a été associé au sarcome de Kaposi, qui, a son tour,
est fréquemment associé au diabete. En 2008, notre équipe a établi une association entre le
virus de I’herpés HHVS et le KPD chez des patients Africains vivant en France sur la base de
trois faisceaux d’arguments:

- premierement, nous avons retrouvé dans notre étude des anticorps anti-HHVS8 chez 87 % des
KPD, contre 15 % chez les DT2 et 40 % chez les témoins normoglycémiques;

- deuxiemement, I’ADN viral HHVS a pu étre isolé des cellules mononuclées chez 46 % des
sujets KPD étudiés en phase aigué€ de décompensation cétonique, contre 0 % chez les DT2 ; -
- enfin, au cours de la culture in vitro de cellules B-pancréatiques humaines en présence de
HHVS, nous avons pu retrouver les protéines HHVSE dans les cellules B en culture, montrant
la capacité du virus a infecter la cellule B(25).

Ingianni et coll. en 2007 dans une population Sarde avaient retrouvé de I’ADN viral HHVS8
chez 23% de patients ayant un diabete de type 2 contre 12% chez des sujets
normoglycémiques(36). Plus récemment, 1’association entre le virus HHVS8 et le DT2 a été
également rapporté par Caselli et coll. en 2013 au sein d’une population caucasienne
(Sarde)(37).

La revue de la littérature portant sur ce phénotype de diabete présenté ci-apres a fait I’objet

d’une revue de synthese que nous avons soumise dans le Journal Diabetologia.
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Article 1: Pathophysiology of ketosis-prone atypical diabetes

Eugene Sobngwi, Lontchi-Yimagou Eric, Simeon-Pierre Choukem, Jean-Louis Nguewa,
Jean Claude Mbanya, Jean-Francois Gautier. Pathophysiology of ketosis-prone atypical
diabetes. Diabetologia. 2015, Soumis.
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PARTIE 1.2: Infections virales et diabete en Afrique

Il est reconnu que la majorité des phénotypes de diabéte résultent d’une interaction gene-
environnement. Les infections virales en tant que facteur environnemental pourraient jouer un
role dans ’apparition, le maintien, ou 1’exacerbation, des troubles métaboliques observés au
cours des différents types de diabete. Certains agents viraux tels que le virus ourlien, les
rubividae, le cytomégalovirus, le virus Epstein-Barr, les rétrovirus, le rotavirus et les
entérovirus, sont évoqués comme jouant un role dans le déclenchement de la réaction auto-
immune du DT1(23, 83). L’infection au virus de I’hépatite C, I’infection au virus de
I’immunodéficience humaine et le traitement antirétroviral augmentent le risque de DT2(24).
En 2008, notre équipe a établi une association entre le virus de I’herpeés HHVS et le KPD chez
des patients Africains vivant en France(25). Le virus de I’herpés humain type 8 (HHVS8) est
présent de facon endémique en Afrique sub-saharienne, ou 30 a 60 % des adultes
asymptomatiques ont des marqueurs de I’infection HHVS. Ce virus a été associé au sarcome
de Kaposi, qui a son tour est fréquemment associé au diabete(35, 84).

Il a été démontré que les pathologies qui ont une incidence saisonniere peuvent étre attribuées
a des infections virales(85). Nous avons précédemment retrouvé une incidence saisonniere du
diabete et des décompensations diabétiques a Yaoundé. Pendant 9 ans entre I’année 2000 a
2008 a Yaoundé (Cameroun) nous avons observé que la variation de ’incidence du diabéte et
ses décompensations était quasiment superposable a celle des précipitations, et que cette
incidence semblait plus importante pendant la saison des pluies (Article 6 présenté en
annexe et en révision dans le Journal BMC Public Health).

Dans I’article ci-dessous nous présentons une revue sur les infections virales et le diabete en

Afrique.
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Article 2: Infections virales et diabéte en Afrique

Nguewa JL, Lontchi-Yimagou E, Riveline JP, Choukem SP, Balde N, Mbanya JC, Sobngwi
E, Gautier JF. Infections virales et diabete en Afrique. Médecine des Maladies Métabolique.

2015, 9(2): 151-157.
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PARTIE 1.3: Inflammation et diabéte

1. Inflammation et diabete de type 2

Le diabete de type 2 est associé a une inflammation de bas grade qui serait non seulement
associée a une carence de sécrétion d'insuline, mais aussi une résistance a l'insuline(5, 86-88).
De nombreuses études mettent en évidence une corrélation positive entre I'augmentation du
niveau des marqueurs et des médiateurs de I'inflammation et I’incidence du diabete de type 2
et ses complications(89, 90). Le tissu adipeux semble étre le site majeur de production de ces
marqueurs de I’inflammation qui est le résultat des interactions entre les cellules du tissu
adipeux, les macrophages et les autres cellules immunitaires qui infiltrent le tissu adipeux. Les
macrophages sont des acteurs majeurs de l'inflammation par leur polarisation M1 ou M2. Ils
acquierent le phénotype M1 apres stimulation par l'interféron gamma (IFN-y) et sécrétent des
niveaux élevés de cytokines et chemokines pro-inflammatoires entre autre le facteur de
nécrose tumorale (TNF-a), I'[L-6, MCP-1, IL-8, IL-1B, et MIP1-0. Les macrophages M2 sont
stimulés par IL-4, IL-13 et sécretent des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-$, IL-4,
MIP1-B) essentielles pour la résolution de la réponse inflammatoire. Les macrophages M1
produisent des cytokines jouant un rdle clé dans la physiopathologie du diabete. Le lien
entre les cytokines pro-inflammatoires et déficit de sécrétion d'insuline a été largement étudié
(88, 91-94). Les niveaux de cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les macrophages M1
sont élevés dans le sang périphérique des patients présentant un DT2 et ceci a été associé a
une altération de la sécrétion d'insuline(86). En outre, les macrophages de type M1 (cytokines
pro-inflammatoires) ont été identifiés dans l'autopsie du pancréas des individus atteints de
DT2(86, 95) et étaient associés a une déficience de sécrétion en insuline. Les facteurs
déclenchants le processus inflammatoire dans le diabéte sont mal connus. Cependant,
quelques hypotheses ont été suggérées, notamment 1’obésité, 1’alimentation, les maladies
parodontales, le microbiote, I’exposition aux polluants de I’air, le déficit en vitamine C et des

facteurs génétiques.
Dans la revue ci-apres, nous présentons les évidences qui associent I’inflammation de bas

grade et le diabete de type 2, ayant fait 1’objet d’une publication dans le Journal Current

Diabetes Reports.
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Article 3: Diabetes mellitus and inflammation

Lontchi-Yimagou E, Sobngwi E, Matsha TE, Kengne AP. Diabetes mellitus and
inflammation. Current Diabetes Report. 2013, 13(3): 435-44.
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2. Inflammation et diabete de type 1

Le DTI1 est une maladie auto-immune avec une forte composante inflammatoire.
L'inflammation peut contribuer a I’induction précoce et a l'amplification de l'agression
immunitaire contre la cellule béta du pancréas et, a un stade ultérieur, a la stabilisation et a
l'entretien de I’inflammation des ilots (insulite). Les médiateurs inflammatoires contribuent
probablement a la baisse de la fonction de la cellule beta et a I'apoptose subséquente; ils
peuvent également inhiber ou stimuler la régénération de la cellule béta et pourraient entrainer
une résistance périphérique a 1'insuline(96). L'inflammation est médiée a la fois par les
cytokines et les chimiokines qui sont libérées par la cellule beta et les cellules immunitaires,

et par des signaux immunogenes qui sont livrés par la mort des cellules béta(96).

3. Inflammation et diabéte non auto-immun a tendance cétosique

Trés peu d’informations sur le réle de l'inflammation consécutive au déficit de sécrétion
d'insuline au moment du diagnostic du diabéte, et a la restauration de la fonction B-cellulaire
dans le KPD sont décrites. A notre connaissance, seule 1’étude de Brooks-Worrell et coll. en
2013 a montré que la réponse des cellules T spécifiques de la cellule beta était élevée chez les
patients KPD(97). Cette étude a également montré que le pourcentage des monocytes pro-
inflammatoires CD14 + CD16 + était plus élevé dans le KPD et altéraient plus qu’ils ne
préservaient la fonction beta cellulaire. Cependant, cette étude n'a pas identifié le profil des
cytokines des macrophages M1 ou M2 et leur relation avec la sécrétion d'insuline. En outre, le
design de cette étude ne permet pas de distinguer les patients KPD en début de cétose de ceux

qui sont en phase non cétosique (rémission).
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CHAPITRE II: OBJECTIFS
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La question principale que nous nous sommes posés lorsque nous débutions cette these était
de savoir s’il existe une relation entre 1’infection par le virus de I’herpes HHVS et le KPD.
Comme nous 1’avons présenté dans notre introduction, en 2008, notre équipe a établi une
association entre le virus de I’herpés HHVS et le diabete atypique a tendance cétosique chez
des patients d’origine Africaine vivant en France. L’association entre HHVS et le diabete de
type 2 a été également rapportée par d’autres auteurs parmi lesquels, Ingianni et coll. (2007)
et par Caselli et coll. (2013) au sein d’une population Sarde. Cependant le phénotype de
diabete n’a pas été décrit dans ces deux études. En dehors des travaux de Sobngwi et coll. en
2008 nul par ailleurs I’association entre le virus HHVS et le KPD n’avait été reproduite.
Il n’est pas exclu, au vu des résultats des travaux antérieurs que le virus HHV8 puisse
directement infecter sélectivement les cellules B-pancréatiques, a 1’origine du déficit aigu de
sécrétion d’insuline et la cétose résultante. Le virus pourrait également avoir un effet indirect
sur la cellule B. Il est en effet possible que la réactivation du virus induise un état pro-
inflammatoire délétére a la fonction B-pancréatique.
Au moment ou nous avons entrepris ce travail de recherche, il n’existait a notre connaissance
aucune donnée concernant la prévalence du KPD en Afrique Sub-saharienne.
Nous avons cherché a répondre a plusieurs questions non résolues jusque-1a :

e quelle est 'importance du diabéte non auto immun a tendance cétosique (KPD) dans

une population de patients vivant avec le diabete en Afrique Sub-saharienne ?

e existe-t-il une association entre HHVS8 et le KPD ?

e quels sont les mécanismes possibles associés ?
Dans la continuité des travaux menés par notre équipe, nous nous sommes proposés de
rechercher la potentielle association entre ’infection par le virus HHVS et le KPD ; puis
d’évaluer I'impact de I’infection a8 HHVS8 sur le profil inflammatoire des phénotypes du
diabete de type 2. Il s’agissait spécifiquement, dans une population de patients admis pour
une décompensation hyperglycémique au Centre National d’Obésité de 1’Hopital Central de
Yaoundé de:

e ¢tudier la fréquence du diabete non auto-immun a tendance cétosique (KPD) (Partie

1),
e ¢étudier I’association entre le virus HHVS8 et le KPD (Partie 2),
e rechercher si 'infection a8 HHVS est associée a un profil inflammatoire pouvant

participer au phenotype du diabete (Partie 3).
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CHAPITRE III: MATERIEL ET
METHODES
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1. Type d’étude

Il s’agissait d’une étude transversale a visée analytique.

2. Lieu et durée d’étude

Le recrutement des patients, I’examen clinique, la collecte des échantillons sanguins ont été
effectués au Centre National d’Obésit¢é (CNO) de I’Hopital Central de Yaoundé (HCY),
Cameroun. Les échantillons biologiques collectés ont été conservés a -80°C au Laboratoire de
Médecine Moléculaire et de Métabolisme (M3Lab) du Centre de Biotechnologie de
I’Université de Yaoundé I, puis acheminés a 1’Hopital Universitaire Saint-Louis a Paris-

France pour les analyses biologiques. La collecte des données a durée 4 mois au total.

3. Population d’étude

La population d’étude était composée de patients diabétiques agés de plus de 18 ans admis
consécutivement au CNO de I'HCY une décompensation hyperglycémique (glycémie
capillaire a jeun>2,5g/L).

Criteres d’inclusion des patients KPD:

e patient agé de plus de 18 ans présentant un diabete aigu avec syndrome cardinal et
cétonurie. Ils ont é&t€ nommés KPD1,

e patient agé de plus de 18 ans, ayant présenté un diabete inaugural aigu avec syndrome
cardinal et cétonurie ; en rémission depuis plus de trois mois, sans traitement par
insuline ou par insulinosécréteur oral (sulfamides hypoglycémiants, glinides). Ceux-ci
ont ét€é nommés KPD2,

e patient ayant accepté de participer a 1’étude et ayant signé librement le consentement
éclairé.

Criteres d’inclusion des patients DT2:

e patient agé de plus de 18 ans présentant un diabete de type 2 connu et ayant une
glycémie a jeun>2,5g/L sans cétonurie,

e patient ayant accepté de participer a 1’étude et ayant signé librement le consentement

éclairé.
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Criteres d’exclusion des patients KPD et DT2:

e tout patient présentant des stigmates d’auto-immunité du diabete de type 1 A (une
détermination positive de la décarboxylase de 1’acide glutamique 65, phosphatase
antityrosine, et des anticorps anti-cellules d'ilots,

e tout patient présentant un diabete « MODY », une endocrinopathie, une maladie du

pancréas, ou un diabete de type auto-immun.

Taille de ’echantillon

La taille de I’échantillon a été calculée sur la base de nos objectifs de these.

Pour le premier objectif, la prévalence attendue du KPD était de 10 a 15%(19) sur 2000
patients enregistrés aux Centre National d’Obésité de 1’Hopital central de Yaoundé. En
considérant une marge d’erreur de 5%, un intervalle de confiance de 95% et la prévalence
minimale du KPD attendus (10%), la taille de 1’échantillon calculée est de 130 patients.

Pour I’objectif numéro 2, le critere de jugement principal était une différence attendue
de 25% de la prévalence de HHVS entre les patients KPD et les DT2, en prenant en compte
une prévalence de 15% des anticorps anti-HHV8 observée dans la population DT2(25), un
coefficient a de 5%, B de 20%, une puissance statistique de 90% et un ratio TD2/KPD de
2, la taille minimum d’échantillon calculée est de 54 sujets KPD et 108 sujets DT2 en

utilisant un test statistique bilatéral.

4. Collecte des données

La collecte des données a €té faite grace a un questionnaire préétabli lors de 1’examen clinique

au terme duquel, les prélevements pour les analyses biologiques ont été effectués.

4.1. Examen clinique

Les participants étaient recus le matin a partir de 7h 30. Les sujets retenus pour 1’étude ont été

interrogés et examinés.

4.1.1. Interrogatoire
e Antécédents personnels, antécédents familiaux de diabete
Il a été réalisé a partir d’un questionnaire préétabli. Pour chaque patient nous insistions sur

I’age en années, le sexe, 1’age de découverte du diabete. Les informations étaient gardées
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confidentielles, codées, dans une banque de données uniquement accessible par 1’équipe
scientifique.

e Analyse du profil évolutif (cétose initiale et rémission prolongée subséquente)
Un examen d’urine a été effectué pour la recherche des cétones a 1’aide des bandelettes

urinaires.

4.1.2. Examen physique
Un examen physique complet a été effectué incluant une mesure du poids, de la taille, de
I’indice de masse corporelle, du tour de taille et du tour de hanche, de la pression artérielle et
du pourcentage de graisse :

e Le poids corporel
Le pese-personne a été ajusté a 0 kg avant chaque mesure, le patient habillé uniquement de
vétements l1égers et de chaussettes fines et apres avoir vidé sa vessie, se mettait debout au
milieu du pese personne. Les parures étaient éliminées pour permettre une mesure fiable;
pendant que le sujet droit debout respirait normalement. Son poids en kilogrammes était noté
a 0,5 kg pres.

e La taille
Le sujet était placé debout droit, le dos contre la base verticale de la toise, les talons joints, et
les pointes des pieds légerement écartées pour permettre une distribution équitable du poids
sur les deux jambes. Les bras pendaient librement de part et d’autre du tronc, les paumes
faisant face aux cuisses, I’occiput, les €épaules, les fesses et les mollets touchaient la base
verticale de la toise. La plaque coulissante de la toise (graduée a 0,5 cm pres) permettait de
localiser le repere supérieur.

e L’indice de masse corporelle (IMC)
L’IMC (kg/m2) était obtenu en divisant le poids (exprimé en kilogramme) par le carré de la
taille (exprimé en metre).

e Le tour de taille
Le tour de taille était mesuré a 1’aide d’un metre ruban chez le sujet debout en expiration, au
milieu de la distance sur la ligne médio-axillaire, entre le sommet de la créte iliaque et la cage
thoracique. Il était exprimé a 0,1 cm pres.

e Le tour de hanche
Au moyen d’un meétre ruban, nous avons effectué¢ a 0,1 cm pres, la mesure du tour de hanche a

hauteur du tiers supérieur de la distance entre I’épine iliaque antérosupérieure et la rotule.
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e La pression artérielle
La pression artérielle était obtenue en effectuant la moyenne de deux mesures réalisée a 5 min
d’intervalle au bras droit a 1’aide d’un tensiométre électronique (OMRON® MX2 Basic,
OMRON HEALTHCARE, INC.Bannockburn, Illinois 60015.CHINA).

e Bioimpédancemetrie
La mesure indirecte de I’adiposité totale s’est faite par utilisation de la méthode bio-
impédancemétrique par le biais d’un moniteur calibré (TANITA®, TANITA corporation 1-
14-2 Maeno-cho, Tabashi-Ku, Tokyo-Japan).

4.2. Echantillons biologiques

Chez I’ensemble des participants a jeun, nous avons effectué¢ un prélévement veineux a 1’aide
des aiguilles Vacutainer®. Les échantillons de sang veineux ont été€ prélevés dans des tubes
secs et EDTA (Ethyléne Diamine Tétra Acétique); puis laissés 30 minutes au repos dans une
picce a température ambiante. Ces échantillons ont été centrifugés a 2500 tours/min a 4°C
pendant 10 minutes. Les sérums et plasmas obtenus ont été mis dans des cryotubes étiquetés
grace a des pipettes Pasteur et stockés a -80°C. Cinq millilitres de sang collecté dans les tubes
EDTA ont servi a I’extraction des cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC).

e Séparation PBMC: Dix mL de sang dilué au demi avec du PBS (tampon phosphate
pH 7.4, Gibco, Royaume-Uni) sont centrifugés a volume égal de Ficoll (Ficoll de
densité 1,077 £ 0,001, Amersham Bioscioences) a 2500 g pendant 20 minutes. Les
PBMC concentrées dans un anneau a I’interface plasma / Ficoll sont lavées 2 fois dans
du PBS, centrifugées a 1500 g pendant 10 minutes puis éluées dans 1 mL de freezing
medium (DMSO, 10% et FBS, 90%).

Principe de la séparation des PBMC sur gradient de Ficoll:

Apres centrifugation du sang total, les érythrocytes et granulocytes sédimentent au fond du
tube. Les cellules mononucléaires du sang périphérique (lymphocytes et monocytes) sont
isolées sous la forme d’une monocouche au niveau de I’interface plasma / Ficoll.

La densité et la viabilité cellulaire sont mesurées dans du bleu Trypan a 0,4% (Sigma) et a

’aide d’une cellule de Thoma a partir de la formule suivante :

N =nx Fd x 10000

N = nombre de cellules par mL
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n = nombre de cellules comptées sur la lame

Fd = facteur de dilution au bleu Trypan

La distinction entre cellules vivantes et cellules mortes se fait grice au bleu trypan, colorant
non toxique, qui a tendance a s’accumuler dans les cellules mortes devenues perméables mais
qui est exclu des cellules viables :

- Les cellules bleues correspondent aux cellules mortes : leur numération permet de
déterminer la viabilité des cellules,

- Les cellules blanchétres de taille moyenne sont les cellules mononucléaires,

- Les petites cellules sont les plaquettes.

Les PBMC ont ét¢ mis, grice a des pipettes pasteur dans des cryotubes étiquetés puis

conservés a -80 C.

5. Transfert des échantillons biologiques

Tous les échantillons collectés ont été acheminés a 1’Hopital Universitaire Saint-Louis a
Paris-France pour les analyses biologiques, dans des glacieres contenant la carboglace
conservant la chaine de froid. Le transport était assuré par une compagnie de transport

spécialisée.

6. Dosages biochimiques

Les dosages réalisés étaient : la glycémie capillaire, I’hémoglobine glyquée, les parametres du
profil lipidique, I’insuline, le peptide-C, des stigmates d’auto-immunité du diabete de type 1
A (décarboxylase d'acide antiglutamique 65, phosphatase antityrosine, anticorps anti-cellules
d'ilots), les anticorps anti HHVS, la charge virale HHVS8 (détection de ’ADN viral) et les

marqueurs de 1I’'inflammation.

6.1. Mesure de la glycémie capillaire

Le dosage de la glycémie capillaire a été fait a I’aide du lecteur glycémique OneTouch Ultra 2
e Principe
Le glucose présent dans l'échantillon de sang s’est mélangé aux biocapteurs de la

glucose oxydase de la bandelette de test pour produire un faible courant électrique.
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L'intensité du courant électrique variait en fonction de la quantité de glucose dans
I'échantillon de sang. Le lecteur mesurait ce courant €lectrique, calculait le résultat de

glycémie, affichait le résultat et le gardait en mémoire.

e Procédure
Une goutte de sang était obtenue en appuyant fermement le dispositif de prélevement contre
le bout du doigt. La deuxieme goutte de sang devant éEtre utilisée pour le dosage était
obtenue en pressant délicatement le bout du doigt jusqu’a ce qu’une goutte de sang bien
ronde se forme. Le sang était aspiré dans la bandelette de test et le niveau de glycémie

apparaissait au bout de 5 secondes.

6.2. Dosage de ’Hémoglobine glyquée

La valeur de I’hémoglobine glyquée (HbAlc) était déterminée a partir d’une goutte de sang,
prélevée du sang veineux collecté dans un tube EDTA.

L’automate LabonaCheck™Alc HbAlc a permis de quantifier 'HbAlc en utilisant les
réactifs correspondants.

e Principe

Le test utilise la méthode de chromatographie par affinité de boronate. Le réactif mixé au sang
permet la libération de I’hémoglobine par lyse des érythrocytes et sa liaison au boronate. La
mixture obtenue est déposée sur une cassette et filtrée. Toute 1’hémoglobine (Hb) est retenue
formant ainsi un précipité au-dessus du filtre et ’excés de boronate ¢éliminé. Le ratio entre

I’HbAlc et ’Hb totale sera déterminé a partir du précipité apres introduction dans I’automate.

6.3. Dosage sérologique des auto-anticorps GAD, IA-2 et ICA

Les auto-anticorps de type décarboxylase de 1’acide glutamique 65 (GAD), phosphatase
antityrosine (IA-2), et des anticorps anti-cellules d'ilots (ICA) ont été recherchés par des
méthodes non isotopiques a double anticorps de type ELISA (GAD et IA-2) et par
I’immunofluorescence indirect pour ICA.

Le dosage a été effectué chez 72 patients dont, 49 KPD (34 KPD1 et 15 KPD2), et 23 patients
diabetiques de type 2 appariés pour le sexe, age, 1’indice de masse corporel et la serologie

HHVS.
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e Le kit NOVA Lite® indirect immunofluorescent assays (Primate Pancreas) a été utilisé
pour la détermination semi quantitative des anti-corps ICA dans le sérum.

e Le kit RSR GADG65 autoantibody (GAD Ab) ELISA a été utilisé pour le dosage de
I’anti corps GAD dans le sérum.

e Le kit RSR IA-2 autoantibody (IA-2 Ab) ELISA a été utilisé pour le dosage de I’anti

corps IA-2 dans le sérum.

6.4. Dosage des parametres du profil lipidique

Le profil lipidique consiste a quantifier le cholestérol total, le HDL-cholestérol, les
triglycérides et le LDL-cholestérol présents dans le sérum. A cet effet, les kits cholestérol
total, HDL-cholestérol et triglycérides ont respectivement été utilisés, et la formule de
Friedewald et collaborateurs a été utilisée pour le calcul du taux sérique de LDL-

cholestérol(98).

6.4.1. Dosage du cholestérol total (CT)
Le cholestérol total du sérum a ét€é dosé par une technique enzymatique et colorimétrique
modifiée de celle décrite par Allain et collaborateurs en 1974(99).
e Principe

L’enzyme cholestérol estérase catalyse 1’hydrolyse des esters de cholestérol pour
donner le cholestérol et les acides gras libres. Le cholestérol libre est ensuite oxydé en
cholest-4-en-3-one et en peroxyde d’hydrogene en présence de I’enzyme cholestérol oxydase.
Le 4-aminoantipyrine et le 4-chlorophénol se combinent & ’eau oxygénée en présence de
I’enzyme peroxydase pour produire une quinoneimime de couleur rose, absorbant la lumiére a
505 nm. La concentration en cholestérol total de 1’échantillon est proportionnelle a I’intensité

de la coloration.

6.4.2. Dosage du HDL-cholestérol (HDL-C)

Le HDL-cholestérol présent dans le sérum a été dosé suivant une technique enzymatique et

colorimétrique indirecte dérivée de celle décrite par Burstein et collaborateurs en 1970 (100).
e Principe

Les lipoprotéines de tres faible densité (Very Low Density Lipoproteins ou VLDL), les

lipoprotéines de faible densité (Low Density Lipoproteins ou LDL) et les chylomicrons du
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sérum sont précipités par le phosphotungstate en présence d’ions magnésium. Apres
centrifugation (4000 tpm/20 min), le HDL-cholestérol contenu dans le surnageant est dosé

selon le méme principe que le cholestérol total.

6.4.3. Dosage des triglycérides (TG)

Les triglycérides présents dans le sérum ont été dosés suivant une technique enzymatique et
colorimétrique dérivée de celle décrite par Buccolo et David en 1973(101).

e Principe

En présence d’une lipoprotéine lipase (LPL), les triglycérides libérent le glycérol et les acides
gras libres. Ce glycérol est ensuite phosphorylé en glycérol-3-phosphate (G3P) par une
glycérol kinase (ATP présent). Le G3P est alors converti par le glycérol phosphate oxydase
(GPO) en dihydroxyacétone phosphate (DAP) et en péroxyde d’hydrogéne (H,O,). Ce dernier
réagit avec le 4-aminoantipyrine et le 4-chlorophénol en présence d’une péroxydase pour
produire une quinoneimime de couleur rose absorbant la lumiere a 505 nm. La concentration

de triglycérides dans le sérum est proportionnelle a I’intensité de la coloration.

6.4.4. Calcul du taux sérique de LDL-cholestérol (LDL-C)

La concentration de lipoprotéine de faible densité a été déterminée griace a la formule de
Friedewald et collaborateurs en 1972(98) :

LDL-cholestérol = Cholestérol total — HDL-cholestérol — Triglycérides/5 (mg/dL)

NB: Cette formule ne s’applique que lorsque les triglycérides ont une concentration

strictement inférieure a 400mg/dL.

6.5. Dosage du peptide-C

Le peptide-C sérique a été dosée par é€lectrochimiluminescence « ECLIA » qui est un test
immunologique de type « Sandwich » sur les analyseurs automatiques MODULAR E 170.
e Principe

C’est une méthode « Sandwich » utilisant deux anticorps monoclonaux dont ’interaction est
spécifique au peptide-C.

1®®incubation : dans une prise d’essai de 20 pL, I’échantillon est mis en présence d’un
anticorps monoclonal anti-peptide-C spécifique biotinylé et d’un anticorps monoclonal anti-
peptide-C marqué au ruthénium (Ru (bpy)**3 : Tris(2,2’-bipyridyl)ruthénium(1l)). Il se forme

un « sandwich ».
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2*™incubation : les microparticules tapissées de streptavidine sont ajoutées dans la cuvette
réactionnelle. Le complexe immunologique est fixé a la phase solide par une liaison
streptavidine-biotine.

Le mélange réactionnel est transféré dans la cellule de mesure, les microparticules sont
maintenues au niveau de 1’¢lectrode par un aimant. L’élimination de la fraction libre est
effectuée par le passage de ProCell. Une différence de potentiel appliquée a 1’électrode
déclenche la production de luminescence qui est mesurée par un photomultiplicateur.

Les résultats sont obtenus a 1’aide d’une courbe de calibration. Celle-ci est générée, pour

I’analyseur utilisé, par une calibration en deux points et une courbe de référence mémorisée

dans le code-barres du réactif.

Réactifs — composition et concentrations

M : Microparticules tapissées de streptavidine, 1 flacon contenant 6,5 mL: microparticules
tapissées de streptavidine 0,72 mg/mL, conservateur.

R1: Ac anti- peptide-C~biotine, 1 flacon contenant 9 mL : anticorps monoclonaux (de souris)
anti- peptide-C biotinylés Img/L ; tampon MES 50 mmol/L, pH 6,0 ; conservateur.

R2: Ac anti- peptide-C~(Ru(bpy)**5 , 1 flacon contenant 9 mL : anticorps monoclonaux (de
souris) anti-peptide-C marqués au ruthénium 1,75 mg/L ; tampon MES 50 mmol/L, pH 6,0
, conservateur.

MES : acide morpholino-2 éthanesulfonique

Réalisation du test

L’analyseur a effectué automatiquement 1’homogénéisation des microparticules. Les
informations spécifiques du test mémorisées dans le code-barres étaient saisies.
Exceptionnellement, lorsque le code-barres ne pouvait étre lu par 1’appareil, une saisie
manuelle de la série des 15 chiffres inscrits sur 1’étiquette était effectuée. Les réactifs
préalablement réfrigérés entre 2 et 8°C étaient amenés a environ 20°C avant le chargement et
placés dans le plateau réactif de I’appareil thermostaté a 20°C. La formation de la mousse
était évitée. L’analyseur a géré le controle de la température, I’ouverture et la fermeture des
flacons.

Caractéristiques du test

La méthode était standardisée par rapport a la premiere préparation internationale : 1st IRP

WHO reference Standard 66/304 (NIBSC).
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Le code-barres des réactifs Eclecsys peptide-C contenait toutes les informations nécessaires a
la calibration du lot. La courbe de référence était adaptée a 1’analyseur a I’aide des
calibrateurs Elecsys peptide-C Cal Set.

Une calibration par lot était effectuée en utilisant du réactif frais (ayant été enregistré depuis
au maximum 24 heures sur I’analyseur).

L’analyseur calculait automatiquement la concentration en analyte de chaque échantillon.

Le coefficient de variation était de 10%.

6.6. Dosage de ’insuline

L’insulinémie a été dosée par électrochimiluminescence « ECLIA » qui est un test
immunologique de type « Sandwich » sur les analyseurs automatiques MODULAR E 170.

e Principe
C’est une méthode « Sandwich » utilisant deux anticorps monoclonaux dont I’interaction est
spécifique a I’insuline.
1®®incubation : dans une prise d’essai de 20 pL, I’échantillon est mis en présence d’un
anticorps monoclonal anti-insuline spécifique biotinylé et d’un anticorps monoclonal anti-
insuline marqué au ruthénium (Ru (bpy)>*3 : Tris(2,2’-bipyridyl)ruthénium(ll)). Il se forme un
« sandwich ».
2"™incubation : les microparticules tapissées de streptavidine sont ajoutées dans la cuvette
réactionnelle. Le complexe immunologique est fixé a la phase solide par une liaison
streptavidine-biotine.
Le mélange réactionnel est transféré dans la cellule de mesure, les microparticules sont
maintenues au niveau de I’électrode par un aimant. L’élimination de la fraction libre est
effectuée par le passage de ProCell. Une différence de potentiel appliquée a I’électrode
déclenche la production de luminescence qui est mesurée par un photomultiplicateur.
Les résultats sont obtenus a I’aide d’une courbe de calibration. Celle - ci est générée, pour

I’analyseur utilisé, par une calibration en deux points et une courbe de référence mémorisée

dans le code-barres du réactif.

Réactifs — composition et concentrations

M: Microparticules tapissées de streptavidine, 1 flacon contenant 6,5 mL: microparticules

tapissées de streptavidine 0,72 mg/mL, conservateur.
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R1: Acanti-insuline~biotine, 1 flacon contenant 10 mL : anticorps monoclonaux (de souris)
anti-insuline biotinylés 1mg/L ; tampon MES 50 mmol/L, pH 6,0 ; conservateur.

R2: Ac anti—insuline~(Ru(bpy)2+3 , 1 flacon contenant 10 mL : anticorps monoclonaux (de
souris) anti-insuline marqués au ruthénium 1,75 mg/L ; tampon MES 50 mmol/L, pH 6,0 ;
conservateur.

MES : acide morpholino-2 éthanesulfonique

Réalisation du test

L’analyseur a effectué automatiquement I’homogénéisation des microparticules. Les

informations spécifiques du test mémorisées dans le code-barres étaient saisies.

Exceptionnellement, lorsque le code-barres ne pouvait étre lu par 1’appareil, une saisie

manuelle de la série des 15 chiffres inscrits sur 1’étiquette était effectuée. Les réactifs

préalablement réfrigérés entre 2 et 8°C étaient amenés a environ 20°C avant le chargement et
placés dans le plateau de I’appareil thermostaté a 20°C. La formation de la mousse était
¢vitée. L’analyseur a géré le controle de la température, I’ouverture et la fermeture des

flacons.

Caractéristiques du test

La méthode était standardisée par rapport a la premiere préparation internationale : 1st IRP
WHO reference Standard 66/304 (NIBSC).

Le code-barres des réactifs Eclecsysinsulin® contenait toutes les informations nécessaires a la
calibration du lot. La courbe de référence était adaptée a 1’analyseur a 1’aide des calibrateurs
Elecsys Insulin Cal Set.

Une calibration par lot était effectuée en utilisant du réactif frais (ayant été enregistré depuis
au maximum 24 heures sur ’analyseur).

L’analyseur calculait automatiquement la concentration en analyte de chaque échantillon.

Le coefficient de variation était de 10%.

7. Interprétation de I’insulinosecretion et de I’insulinoresistance

L’insulinosécrétion et I’insulinoresistance ont été interprétés par I’indice HOMA (homeostasis
model assessment). C’est I’'une des méthodes les plus simples et plus populaires
d’évaluation  I’insulinorésistance et de la fonction des cellules [ dans les études

épidémiologiques ou seuls les échantillons a jeun sont disponibles car la réalisation des
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tests dynamiques est difficile(102). 11 dérive des mesures basales de I’insuline/de peptide-

Cetdu glucose(103).

o L’insulinosécrétion a été interprétée par l’indice suivant:

HOMA- B (C-P) = 0,27 x peptide-C a jeun (uLU/mL)/(glycémie a jeun-3,5 mmoL.).
C-P : peptide C

e L’insulinoresistance a été déterminé par l’indice suivant :

HOMA-IR = [glycémie a jeun (mmol/L) X insulinémie (mU/L)]/22.5

Nous avons précédemment validé cet indice dans notre contexte (104) (voir article 7 de

P’annexe)

8. Sérologie HHVS et détection de ’ADN viral HHVS

La séroprévalence du virus HHV-8 a été évaluée chez I'ensemble des patients recrutés. Nous
avons également recherché I'ADN viral du HHV-8 dans les cellules mononuclées du sang

périphérique (PBMC) des participants. Cependant deux patients ne disposaient pas de PBMC.

8.1. Sérologie HHVS

La détection sérologique de l'infection a HHV-8 est toujours entravée par l'absence d'une
technique de critere de référence. La détection des anticorps anti HHV-8 a été réalisée en
utilisant deux techniques différentes:
v" Une immunofluorescence (IF) indirecte pour le dosage des anticorps contre les
antigenes lytiques utilisant la lignée cellulaire ISI-1,
v" Une immunofluorescence indirecte pour le dosage des anticorps contre les antigénes
latents nucléaires utilisant la lignée cellulaire BCP-1.
La séropositivité était marquée lorsque les deux techniques donnaient des résultats

concordants.
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e Principe
La sérologie HHV8 pour la détection des IgG (immunoglobuline) est basée sur la méthode
d’immunofluorescence indirecte. On fait réagir le sérum du patient avec des lignées
cellulaires HHV8 ISI-1 et BCP. La présence d’anticorps dirigés contre ’HHVS8 est révélée par
un anticorps secondaire anti IgG humain marqué a la fluorescéine.

e Procédure
Elle comporte une phase de préparation des cellules, fixation, perméabilisation, préparation
des lames, préparation des sérums, la réaction IF, préparation du conjugué anti IgG humain, et
de rendu des résultats (lecture au microscope a fluorescence).
Résultats positifs : marquage fluorescent vert moucheté au niveau nucléaire.

Résultats négatifs : aucun marquage, fluorescence rouge.

8.2. Détection de I'ADN viral HHVS

Le test permet de quantifier le génome HHVS8 dans les prélevements sanguins. La charge
virale est mesurée grace a une gamme de quantification préparée au laboratoire.

La PCR (Polymérase Chain Réaction) quantitative en temps réel par amplification pour la
détection de ’ADN du HHV-8 a été réalisée en utilisant des cellules mononuclées du sang
(PBMC) obtenues a partir d'échantillons de sang apres séparation par gradient de Ficoll.
L’ADN a été extrait en utilisant un systeme automatisé d’extraction des acides nucléiques

(NucliSENS® easyMAG®).

e Principe d’extraction de ’ADN par easyMAG®

v Apres lyse des échantillons, tous les acides nucléiques sont capturés par les particules
de silice magnétique.

v' Le systéme d’aimantation de NudiSENS® easyMAG™ permet le lavage dynamique
puis la fixation de la silice.

v' Lors de DI’étape finale, la silice magnétique est séparée de 1’éludt par le systeme

d’aimantation.

L’ADN extrait est amplifié par PCR quantitative en temps réel (ABI PRISM 7500 Applied
Biosystems-Courtaboeuf France). En bref, les dilutions des quantités connues (10-10’
exemplaires) d'un fragment d'ADN viral (KS 330-233 séquences d'amorce) cloné dans un

plasmide sont utilisées pour établir la courbe standard. En tragant les valeurs seuils du cycle
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contre numéros copie donnée, une amplification linéaire de 10> 2 10" exemplaires avec un
coefficient de variation de moins de 3% est obtenu. Ensuite, la valeur seuil de 100 copies / ug

d'ADN défini la limite inférieure de la linéarité de la courbe standard.

9. Dosage des marqueurs de I’inflammation

Les cytokines inflammatoires (FIt-3 ligand, Fractalkine, IFN-y, IL-10, 1L-12(p40), IL-12
(p70), IL-13, IL-17A, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-la, MIP-1B, TNF-a,
sCD40L, VEGF) ont été quantifié en utilisant la technologie du Luminex xMAP®. Le Kit
utilisé était le MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel -
Immunology Multiplex Assay (HCYTOMAG-60K) de Merck. Cette technologie est basée sur
le principe d'un ELISA combiné a de la cytométrie en flux, et permet le dosage simultané de

nombreuses cibles protéiques dans de faibles volumes d'échantillons.

10. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) version 16.0. Les variables quantitatives ont été exprimées sous forme de
moyennes, avec écart-type associ€é, médianes et avec écart interquartile ; et les variables
qualitatives quant a elles, sous forme d’effectifs et de pourcentages. Les associations entre
variables qualitatives étaient établies par le test du 2 ou par le test exact de Fisher si
nécessaire. Le test de Student et I’analyse de variance (ANOVA) ont été utilisés pour la
comparaison des variables quantitatives lorsque les variables suivaient la loi de la distribution
normale. Dans le cas contraire nous utilisions des tests analogues non paramétriques (Mann
Whitney et Kruskal wallis). Une valeur de p<0,05 était considérée statistiquement

significative.

11. Considérations éthiques

Le protocole de recherche a été approuvé par le Comité National d’Ethique et de la Recherche
du Cameroun (Annexe 2a).

Aussi, nous avons obtenu une autorisation de 1’Hopital Central de Yaoundé (Annexe 2b).
Nous avons tenu au respect du secret médical tout au long de ce travail. Les données

informatisées ont été traitées de facon anonyme.
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CHAPITRE IV: RESULTATS
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Les résultats de cette these sont présentés en 3 parties. Dans la premicre partie, nous
présentons les résultats sur la prévalence, les caractéristiques cliniques, et métaboliques du
diabete non auto-immun a tendance cétosique (Article 4), dans la seconde partie, suivent les
résultats sur 1’association entre le virus HHVS8 et les phénotypes de diabete. Enfin, nous

présentons 1I’étude de I’association entre inflammation et les phénotypes de diabete.
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PARTIE 1IV.1: Fréquence et caractéristiques cliniques du diabéte non auto-immun a

tendance cétosique (KPD) dans notre population

Lorsque nous avons commencé cette these, le Ketosis-prone diabetes était treés peu décrit en
Afrique Sub-saharienne. Nous n’avions pas de données sur la prévalence ainsi que les
caractéristiques cliniques et métaboliques du KPD. Nous nous sommes proposés dans la
premiére partie de cette thése d’évaluer ’importance de ce phénotype atypique de diabete
dans une population de patients diabétiques. Les participants ont été recrutés parmi les
patients qui étaient admis avec une crise hyperglycémique au Centre National de Diabétologie
de I’Hopital Central de Yaoundé (Cameroun), qui est le centre de référence de prise en charge
du diabete dans la région.

En quatre mois de recrutement consécutif, au total, nous avons inclus 173 patients dans cette
étude parmi lesquels 71,7% (n = 124) présentaient un DT?2 (diabete de type 2) et 28,3% (n =
49) présentaient un KPD. Parmi les patients KPD, 34 étaient admis en phase cétosique
(KPD1) et les 15 autres étaient admis en phase non cétosique (KPD2). Les caractéristiques
sociodémographiques et cliniques de notre population sont présentées dans les tableaux 1, 2 et

3 de I’article 4 ci-dessous.
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Article 4: Ketosis-prone atypical diabetes in Cameroonian patients with hyperglycaemic

crisis: frequency, clinical and metabolic phenotypes.

Lontchi-Yimagou E, Nguewa JL, Assah F, Noubiap JJ, Boudou P, Djahmeni E, Atogho-
tiedeu B, Gautier JF, Mbanya JC, Sobngwi E. Ketosis-prone atypical diabetes in Cameroonian
patients with hyperglycaemic crisis : frequency, clinical and metabolic phenotypes. BMC

Endocrine Disorders. Soumis, 2015.
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PARTIE 1V.2: Etude de D’association entre l’infection par le virus HHVS et les
phénotypes de diabete

1. Fréquence du virus HHVS dans la population

Nous avons récherché la fréquence du virus HHVS chez les 124 DT2 et les 49 KPD inclus,
dont 34 étaient admis en phase cétosique (KPD1) et 15 en phase non cétosique (KPD2).

Les caractéristiques cliniques et métaboliques des patients sont celles decrites dans I’article 4.

1.1. Sérologie HHVS8 dans la population générale (KPD et DT2)

Tableau I: Sérologie HHV8 dans la population générale

Sérologie HHVS des participants

Population générale KPD DT2
(n =173) (n =49) (n =124)
Positif BCP-1 et ISI 1,n(%) 88(50,9) 19(38,8) 69(55,6)

HHVS: Human Herpes Virus type 8, KPD: ketosis-prone diabetes, DT2: diabete de type 2, BCP-1: lignée
cellulaire BCP-1, ISI-1: lignée cellulaire ISI-1.

La prévalence des anticorps anti-HHVS (séroprévalence) dans la population générale étudiée
était de 50,9% (88 sur 173 patients). Elle était de 38,8% (19 sur 49 patients) chez les patients
KPD et de 55,6% chez les DT2 (69 sur 124 patients) (p = 0,06). Les résultats sont presentés

dans le tableau I ci-dessus.

1.2. Sérologie HHVS en fonction du phénotype de diabéte (KPD1, KPD2 et DT2)

Tableau II: Sérologie HHVS en fonction du phénotype de diabete

Sérologie HHVS chez les patients KPD1 vs KPD2 vs DT2

KPD1 KPD2 DT2
(n =34) (n =15) (n =124)
Positif BCP-1 et ISI-1, n(%) 12(35,3) 7(46,7) 69(55,6)

HHVS: Human Herpes Virus type 8, BCP-1: lignée cellulaire BCP-1, ISI-1: lignée cellulaire ISI-1, KPD:
ketosis-prone diabetes, KPD1: KPD avec cétose, KPD2: KPD sans cétose, DT2: diabete de type 2.
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La séroprévalence de HHVS était comparable dans les trois groupes a savoir, 35,3% (12 sur
34 patients) chez les KPD1, 46,7% (7 sur 15 patients) chez les KPD2 et 55,6% chez les
patients DT2 (69 sur 124 patients) (p = 0,10). Les résultats sont consignés dans le tableau II.

1.3. Détection de ’ADN viral HHVS8 en fonction du phénotype de diabete (KPD1, KPD2
et DT2)

Tableau III: Détection de I’ADN viral HHVS en fonction du phénotype de diabete

KPD1 KPD2 DT2

(n =34) (n=15) (n =122)
Résultat positif, n(%) 4(11,8) 0(0) 11(9,9)
Charge virale [mediane 555 - 830
(ecart-interquartile)]” (184-2135) (280-1483)

HHV8: Human Herpes Virus type 8, KPD, KPD: ketosis-prone diabetes, KPD1: KPD avec cétose, KPD2: KPD

sans cétose, “Copie/ml

L’ADN viral HHVS était absent chez les sujets KPD hors cétose. Toutefois les KPD en cétose
et les DT2 ont présentés de I’ADN viral a frequence comparable (11,8% vs 9%) (p=0,4).
Parmi les quatre patients KPD1 détectés positif pour ’ADN viral, un était négatif pour la
détection des anticorps anti HHVS, et des 11 patients DT2 avec ’ADN viral, deux ne
presentaient pas d’anticorps anti-HHVS.

La charge virale HHV8 médiane était de 555 et 830 copie/ml chez les KPDI1 et DT2
respectivement (p=0,94).

2. Association entre la présence du virus HHVS et les caractéristiques cliniques et

métaboliques (insulinosécretion et insulinoresistance)

L’objectif de cette partie €tait de rechercher les caractéristiques cliniques et métaboliques
(insulinosécretion et insulinoresistance) des phénotypes de diabéte qui seraient associées a

I’infection par le virus HHVS.
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2.1. Association entre la présence des anticorps anti-HHYVS et les caractéristiques
cliniques et métaboliques (insulinosécretion et insulinoresistance) dans la population
générale

Tableau IV: Association entre la présence des anticorps anti-HHVS8 et les caractéristiques
cliniques et métaboliques dans la population générale

Variables HHVS + HHVS - P-value
(n =88) (n =85)
IMC (kg/m®) 27,545,6 26,6+ 5,1 0,26
TT/TH 0,9+0,7 0,9+0,6 0,79
PAS (mmHg) 136,2+20,6 130,5+20,7 0,08
PAD (mmHg) 81,4+11,7 83,6+12,0 0,22
Glycémie a jeun (mmol/l) 20,2459 20,945,5 0,39
HbAlc (%) 8,8+2,1 8,94+2,2 0,56
CT (g/) 4,6+1,4 4,8+1,4 0,48
TG (g/) 1,6£0,6 1,4+0,7 0,09
HDL (g/) 1,0+0,4 1,0+0,4 0,96
LDL (g/) 3,0+1,2 3,0+1,2 0,59
Peptide-C (nmol/l) 0,7+0,4 0,60,5 0,84
Insuline (mU/ml) 0,2+0,02 0,2+0,01 0,56
HOMA-p (107 16 95 0,07
HOMA-IR 10,2+6,6 9,2+6,4 0,39

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne+écart-type. HHV8: Human Herpes Virus type 8, HOMA-IR:
Homeostasis model assessment of insulin resistance, HOMA-B: Homeostasis model assessment of [ cell

function.

Nous n’avons observé aucune différence significative des caractéristiques cliniques et
métaboliques chez les patients positifs et négatifs aux anticorps anti-HHV8 dans la population

générale.
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2.2. Association entre la présence des anticorps anti-HHYVS et les caractéristiques

cliniques et métaboliques (insulinosécretion et insulinoresistance) chez les patients

diabétiques de type 2

Tableau V: Association entre la présence des anticorps anti-HHVS et les caractéristiques

cliniques et métaboliques chez les patients diabétiques de type 2

Variables HHVS + HHVS - P-value
(n =69) (n =55)
IMC (kg/m”®) 27,4+5,6 26,5+ 5,2 0,37
TT/TH 0,9+0,7 0,9+0,6 0,60
PAS (mmHg) 137,0+20,9 134,0+20,2 0,44
PAD (mmHg) 80,9+11,4 84,2+12,8 0,15
Glycémie a jeun (mmol/l) 19,745,7 20,5+5.6 0,47
HbAlc (%) 8,6+2,1 8,9+2,2 0,35
CT (g/) 4,514 4,9+1,5 0,16
TG (g/1) 1,6+0,7 1,5+0,8 0,29
HDL (g/) 1,0+0,4 1,0+0,4 0,90
LDL (g/1) 2,9+1,1 3,2+1,2 0,16
Peptide-C (nmol/l) 0,7+0,4 0,7+0,5 0,93
HOMA-p (107 1046 1045 0,22
HOMA-IR 10,9+6,8 10,0+6,8 0,48

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne+écart-type. HHV8: Human Herpes Virus type 8, HHV8+:

présence des anticorps anti-HHVS, HHVS- : absence des anticorps anti-HHVE, HOMA-IR: Homeostasis model

assessment of insulin resistance, HOMA-: Homeostasis model assessment of 3 cell function

Nous n’avons observé aucune différence significative des caractéristiques cliniques et

métaboliques chez les patients positifs pour les anticorps anti-HHV8 en comparaison aux

négatifs dans la population de diabetiques de type 2.
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2.3. Association entre la présence des anticorps anti-HHYVS et les caractéristiques

cliniques et métaboliques (insulinosécretion et insulinoresistance) chez les patients KPD

Tableau VI: Association entre la présence des anticorps anti-HHVS et les caractéristiques
cliniques et métaboliques chez les patients KPD

Variables HHV8+ HHVS — P-value
(n =30) (n =19)
IMC (kg/m®) 28,1+5,7 26,8+5,9 0,42
TT/TH 0,9+0,7 0,9+0,6 0,96
PAS (mmHg) 133,1%19,6 124,1+20,6 0,14
PAD (mmHg) 82,9+12,8 83,6+10,6 0,93
Glycémie a jeun (mmol/l) 22,0+5,5 21,0+5,3 0,96
HbAlc (%) 9,3+2,2 8,9+2.4 0,62
CT (g/) 5,0£1,6 4,5+1,1 0,33
TG (g/1) 1,60,5 1,3+0,6 0,16
HDL (g/) 1,0+0,5 1,0+0,4 0,99
LDL (g/1) 3,2+1,4 2,8+1,0 0,31
Peptide-C (nmol/l) 0,6+0,3 0,5+0,3 0,15
HOMA-p (107 842 T4 0,82
HOMA-IR 7,9+5.4 8,146,6 0,89

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne+écart-type. HHV8: Human Herpes Virus type 8, HHV8+:

présence des anticorps anti-HHVS, HHVS- : absence des anticorps anti-HHVE, HOMA-IR: Homeostasis model

assessment of insulin resistance, HOMA-: Homeostasis model assessment of 3 cell function

Nous n’avons observé aucune différence significative des caractéristiques cliniques et

métaboliques chez les patients positifs pour les anticorps anti-HHVS8 en comparaison aux

négatifs chez les KPD.
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2.4. Association entre la présence des anticorps anti-HHYVS et les caractéristiques

cliniques et métaboliques (insulinosécretion et insulinoresistance) chez les patients KPD

en phase cétosique

Tableau VII: Association entre la présence des anticorps anti-HHVS8 et les caractéristiques

cliniques et métaboliques (insulinosécretion et insulinoresistance) chez les patients KPD1

Variables HHVS8+ HHVS - P-value
(n =12) (n =22)
IMC (kg/m”®) 26,3+4,7 25,8+4.4 0,50
TT/TH 0,9+0,07 0,9+0,06 0,74
PAS (mmHg) 129,0+20,8 117,6+16,4 0,87
PAD (mmHg) 80,3+14,9 81,9+11,4 0,13
Glycémie a jeun (mmol/l) 22.045,5 23,4+4.1 0,74
HbAlc (%) 10,2+1,9 9,8+2,0 0,61
CT (g/) 4,9+1.4 4,6%1,1 0,56
TG (g/1) 1,604 1,440,6 0,29
HDL (g/1) 0,8+0,4 0,9+0,2 0,31
LDL (g/1) 3,1%1,3 2,9+1,0 0,58
Peptide-C (nmol/l) 0,5+0,3 0,3+0,3 0,15
HOMA-p (107) 7+3 6+3 0,29
HOMA-IR 6,5+4,6 8,28+6,3 0,38

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne+écart-type. HHV8: Human Herpes Virus type 8, HHV8+:

présence des anticorps anti-HHVS, HHVS- : absence des anticorps anti-HHVE, HOMA-IR: Homeostasis model

assessment of insulin resistance, HOMA-: Homeostasis model assessment of 3 cell function

Nous n’avons observé aucune différence significative des caractéristiques cliniques et

métaboliques chez les patients positifs pour les anticorps anti-HHV8 en comparaison aux

négatifs chez les KPD1.
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2.5. Association entre la présence des anticorps anti-HHYVS et les caractéristiques
cliniques et métaboliques (insulinosécretion et insulinoresistance) chez les patients KPD
en phase non cétosique

Tableau VIII: Association entre la présence des anticorps anti-HHVS et les caractéristiques
cliniques et métaboliques (insulinosécretion et insulinoresistance) chez les patients KPD2

Variables HHVS8+ HHVS - P-value
(n =7) (n =8)
IMC (kg/m”®) 31,146,4 29,9+5,5 0,72
TT/TH 0,9+0,1 0,9+0,1 0,82
PAS (mmHg) 139,4+16,8 140,5+21,6 0,91
PAD (mmHg) 87,3+7,3 84,387 0,47
Glycémie a jeun (mmol/l) 22,0+8,3 18,2+6,3 0,34
HbAlc (%) 7,7+1,9 6,7+1,9 0,36
CT (g/) 5,0+1,8 4,3+0,9 0,41
TG (g/1) 1,3+0,5 0,9+0,3 0,08
HDL (g/) 1,2+0,3 1,0£0,5 0,39
LDL (g/) 3,3%1,7 2,540,7 0,34
Peptide-C (nmol/l) 0,7+0,2 0,7+0,2 0,72
HOMA-p (107 842 1045 0,16
HOMA-IR 10,0+6,1 7,6+2,4 0,37

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne+écart-type. HHV8: Human Herpes Virus type 8, HHV8+:
présence des anticorps anti-HHVS, HHVS- : absence des anticorps anti-HHVE, HOMA-IR: Homeostasis model

assessment of insulin resistance, HOMA-: Homeostasis model assessment of 3 cell function

Nous n’avons observé aucune différence significative des caractéristiques cliniques et
métaboliques chez les patients positifs pour les anticorps anti-HHV8 en comparaison aux

négatifs chez les KPD2.
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2.6. Association entre la présence de ’ADN viral HHVS et les caractéristiques clinques

et métaboliques (insulinosécretion et insulinoresistance) dans la population générale

Tableau IX: Association entre la présence de I’ADN viral HHVS et les caractéristiques

cliniques et métaboliques dans la population générale

Variables ADN VIRAL HHV8 + ADN VIRAL HHVS - P-value
(n =15) (n =156)
IMC (kg/m®) 24,4440 272+54 0,03
TT/TH 0,9+0,4 0,9+0,7 0,67
PAS (mmHg) 126,4+21,3 134,1+£20,9 0,25
PAD (mmHg) 77,6%11,1 82,9+11,9 0,11
Glycémie a jeun (mmol/l) 21,5+5,2 20,6+5,8 0,39
HbAlc (%) 9,3+£1,6 8,8+2,2 0,34
CT (gN) 5,7¢1,4 4,6+1,5 0,00
TG (g) 1,6£0,8 1,5+0,8 0,47
HDL (g/1) 1,0£0,3 1,0£0,4 0,41
LDL (g/) 3,8+1,2 2,9+1,1 0,01
Peptide-C (nmol/l) 0,5+0,3 0,7£0,4 0,02
HOMA-B (107) 8+3 1045 0,04
HOMA-IR 7,748 9,946,6 0,13

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne+écart-type. HHV8: Human Herpes Virus type 8§, HOMA-IR:
Homeostasis model assessment of insulin resistance, HOMA-B: Homeostasis model assessment of B cell

function

L’IMC des sujets détectés positifs pour ’ADN viral était bas par rapport aux sujets négatifs
(24,4440 vs 27,2+ 5,4) (p=0,03).

La concentration de cholestérol total était plus élévée chez les patients détectés positifs pour
I’ADN viral par rapport aux négatifs (5,7+1,4 g/l et de 4,6%1,5 g/1) (p=0,009).

De méme, la concentration de cholestérol LDL était aussi €lévée chez les patients détectés
positif pour I’ADN viral (3,8+1,2 g/l vs 2,9+1,1 g/1) (p=0,01).

La concentration de peptide-C était basse chez les patients détectés positifs pour I’ADN viral
comparativement aux négatifs (0,5+0,3 nmol/l vs 0,7£0,4 nmol/1) (p=0,02).

Le HOMA-B était plus bas chez les patients détectés positifs pour ’ADN viral en
comparaison aux négatifs (0,008+0,003 vs 0,01+0,005) (p=0,04).
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Nous n’avons observé aucune différence significative dans les groupes de patients concernant

les autres caractéristiques cliniques et métaboliques.

2.7. Association entre la présence des anticorps anti-HHYVS et les caractéristiques
clinques et métaboliques (insulinosécretion et insulinoresistance) en I’absence de ’ADN
viral dans la population générale

Tableau X: Association entre la présence des anticorps anti-HHVS et les caractéristiques
cliniques et métaboliques en 1’absence de I’ADN viral dans la population générale

Variables HHVS + HHVS - P-value
(n =73) (n =85)

IMC (kg/m?) 27,845,5 26,6+ 5,2 0,18
TT/TH 0,9+0,7 0,9+0,6 0,82
PAS (mmHg) 137,4420,5 131,0+£20,8 0,07
PAD (mmHg) 81,7£11,9 84,0+11,9 0,23
Glycémie a jeun (mmol/l) 20,1+6,0 21,0+5,5 0,32
HbAlc (%) 8,742,2 8,94+2,2 0,52
CT (gh) 4,5+1,4 4,7+1,3 0,3
TG (g/) 1,6£0,7 1,4+0,7 0,03
HDL (g/) 1,0+0,4 1,0+0,4 0,92
LDL (gN) 2,8+1,2 3,0+1,1 0,41
Peptide-C (nmol/l) 0,7+0,4 0,6+0,5 1,14
HOMA-B (C-P) 0,011+0,006 0,009+0,005 0,023
HOMA-IR 10,5+6,7 9,4+6,5 0,36

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne+écart-type. HHV8: Human Herpes Virus type 8§, HOMA-IR:
Homeostasis model assessment of insulin resistance, HOMA-: Homeostasis model assessment of [ cell

function

La concentration de triglycérides était plus élévée chez les patients positifs aux anticorps anti-
HHV8 en comparaison aux négatifs (1,60,7 g/l vs 1,4+0,7 g/1) (p=0,03).

Par contre, ’indice HOMA-f était significativement plus élevé chez les patients positifs aux
anticorps anti-HHVS8 (0,011+£0,006) en comparaison aux patients négatifs (0,009+0,005)
(p=0,04).
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PARTIE IV.3: Profil inflammatoire associé aux phénotypes de diabéte et au statut viral

L’objectif de cette partie était de rechercher si I’infection a HHVS est associée a un profil
inflammatoire pouvant participer au phenotype du diabete.

Nous avons évalué le profil inflammatoire d’une part en fonction du phénotype de diabete, et
d’autre part en fonction du statut viral (sujets infectés vs non infectés par HHVS).

Nous avons systématiquement choisis les 49 patients presentant un KPD, les 11 patients DT2
détectés positif pour I’ADN viral HHVS et 12 autres patients DT2. Ceux-ci etaient appariés
pour le sexe, I’age et I'IMC.

Parmi les 19 cytokines et chemokines testées, nous présentons les résultats de ceux dont 90
pourcent étaient superieur ou égale au seuil de détection. Au total 6 marqueurs inflammatoires
ont été retenus dont 5 proinflammatoires (TNF-o, MCP-1, IL-8, MIP-1B, VEGF) et un qui

n’était pas proinflammatoire (MIP-1a).

| Rapport- grdfw'f.com @
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1. Profil inflammatoire en fonction du phénotype de diabete

1.1. Profil inflammatoire chez les patients KPD versus patients diabétiques de type 2

Tableau XI: Profil inflammatoire chez les patients KPD versus DT2

Variables (pg/ml) KPD DT2 P-value
(n=49) (n=23)

TNF-a 15,4(9,5-19,7) 9,9(7,7-14,0) 0,02
MCP-1 265,5(173,2-348,5) 276,9(251,1-361,3) 0,22
MIP1-a 47,2(17,5-91,7) 153,0(22,7-931.,8) 0,08
IL-8 32,6(10,9-114,4) 9,5(4,8-22,5) 0,003
MIP1-p 75,4(43,5-131,2) 51,2(31,9-89,9) 0,11
VEGF 214,4(116,1-274,7) 236,2(80,3-325,3) 0,93

Les résultats sont présentés sous forme de médiane et de domaine interquartile (25°™ et 75°™). KPD: ketosis-

prone diabetes, DT2: diabete de type 2, TNF-a: Tumor necrosis factor alpha, MCP-1: Monocyte

Chemoattractant Protein-1, MIP1-a: Macrophage inflammatory protein one alpha, IL-8: Interleukin-8, MIP1-:

Macrophage inflammatory protein one beta, VEGF: Vascular endothelial growth factor.

La concentration médiane de TNF-a était plus élevée chez les patients KPD par rapport aux

DT2 [15,4(9,5-19,7) vs 9,9(7,7-14,0)], (p=0,02).

De méme, la concentration médiane d’IL-8 était plus élevée chez les patients KPD comparé

aux DT2 [32,6(10,9-114,4) vs 9,5(4,8-22,5)], (p=0,03).

Aucune différence significative n’a été observée pour les autres marqueurs de I’inflammation

(Tableau XI).
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1.2. Profil inflammatoire chez les patients KPD en phase cétosique versus KPD en phase

non cétosique

Tableau XII: Profil inflammatoire chez patients KPD1 vs KPD2

Variables (pg/ml) KPD1 KPD2 P-value
(n=34) (n=15)
TNFa 17,4(9,5-20,3) 13,5(9,4-16,4) 0,13
MCP-1 315,9(163,8-351,1) 240,4(202,2-309,7) 0,31
MIP1-a 30,9(13,7-76,4) 72,8(33,6-437,7) 0,04
IL-8 30,9(11,1-149,01) 72,4(10,2-140,9) 0,93
MIP1-p 66,7(43,5-115,6) 99,6(48,4-180,3) 0,34
VEGF 219,4(116,1-282,5) 165,9(98,1-268,6) 0,72

Les résultats sont présentés sous forme de médiane et de domaine interquartile (25°™ et 75°™). KPD: ketosis-
prone diabetes, KPD1: KPD avec cétose, KPD2: KPD sans cétose, TNF-a: Tumor necrosis factor alpha, MCP-
1: Monocyte Chemoattractant Protein-1, MIP1-o: Macrophage inflammatory protein one alpha, IL-8:

Interleukin-8, MIP1-B: Macrophage inflammatory protein one beta, VEGF: Vascular endothelial growth factor.

La concentration d’MIP1-a était plus basse chez les patients KPD1 par rapport aux KPD2
[30,9(13,7-76,4) vs 72,8(33,6-437,7)], (p=0,04).
Aucune différence significative n’a été observée pour les autres marqueurs de I’inflammation

(Tableau XII).
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1.3. Profil inflammatoire chez les patients KPD en phase cétosique versus patients

diabétiques de type 2

Tableau XIII: Profil inflammatoire chez les patients KPD1 vs DT2

Variables (pg/ml) KPD1 DT2 P-value
(n=34) (n=23)
TNF-a 17,4(9,5-20,3) 9,9(7,7-14,0) 0,01
MCP-1 315,9(163,8-351,1) 276,9(251,1-361,3) 0,6
MIP1-a 30,9(13,7-76,4) 153,0(22,7-931,8) 0,03
IL-8 30,9(11,1-149,01) 9,5(4,8-22,5) 0,00
MIP1-$ 66,7(43,5-115,6) 51,2(31,9-89,9) 0,24
VEGF 219,4(116,1-282,5) 236,2(80,3-325,3) 0,98

Les résultats sont présentés sous forme de médiane et de domaine interquartile (25°™ et 75°™). KPD: ketosis-
prone diabetes, KPD1: KPD avec cétose, DT2: diabete de type 2, TNF-a: Tumor necrosis factor alpha, MCP-1:
Monocyte Chemoattractant Protein-1, MIP1-0: Macrophage inflammatory protein one alpha, IL-8: Interleukin-8,

MIP1-B: Macrophage inflammatory protein one beta, VEGF: Vascular endothelial growth factor.

La concentration de TNF-a était plus élévée chez les patients KPD1 par rapport aux patients
DT2 [17,4(9,5-20,3) vs 9,9(7,7-14,0)], (p=0,01). De méme la concentration d’IL-8 était plus
élévée chez les patients KPD1 par rapport aux DT2 [30,9(11,1-149,01) vs 9,5(4,8-22,5)],
(p=0,00).

La concentration médiane de MIP1-a était plus basse chez les patients KPD1 versus DT2
[9,5(4,8-22,5) vs 30,9(11,1-149,01)], (p=0,03).

Aucune différence significative n’a été observée pour les autres marqueurs de I’inflammation

(Tableau XIII).
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1.4. Profil inflammatoire chez les patients KPD en phase non cétosique versus patients

diabétiques de type 2

Tableau XIV: Profil inflammatoire chez les patients KPD2 vs DT2

Variables (pg/ml) KPD2 DT2 P-value
(n=15) (n=23)
TNFa 13,5(9,4-16,4) 9,9(7,7-14,0) 0,21
MCP-1 240,4(202,2-309,7) 276,9(251,1-361,3) 0,04
MIP1-a 72,8(33,6-437,7) 153,0(22,7-931,8) 0,65
IL-8 72,4(10,2-140,9) 9,5(4,8-22,5) 0,01
MIP1-$ 99,6(48,4-180,3) 51,2(31,9-89,9) 0,07
VEGF 165,9(98,1-268,6) 236,2(80,3-325,3) 0,76

Les résultats sont présentés sous forme de médiane et de domaine interquartile (25°™ et 75°™). KPD: ketosis-
prone diabetes, DT2: diabete de type 2, TNF-a: Tumor necrosis factor alpha, MCP-1: Monocyte
Chemoattractant Protein-1, MIP1-a: Macrophage inflammatory protein one alpha, IL-8: Interleukin-8, MIP1-:

Macrophage inflammatory protein one beta, VEGF: Vascular endothelial growth factor.

La concentration de MCP-1 était plus basse chez les patients KPD2 par rapport aux patients
DT?2 [240,4(202,2-309,7) vs 276,9(251,1-361,3)], (p=0,04). La concentration d’IL-8 était plus
élevée chez les patients KPD2 versus DT2 [72,4(10,2-140,9) vs 9,5(4,8-22,5), (p=0,01)].

Aucune différence significative n’a ét€ observée pour les autres marqueurs de I’inflammation

(Tableau XIV).
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2. Profil inflammatoire en fonction du statut viral

2.1. Profil inflammatoire dans la population générale en présence et en absence des

anticorps anti-HHVS

Tableau XV: Profil inflammatoire dans la population générale en présence et en absence des
anticorps anti-HHV8

Variables (pg/ml) HHVS8+ HHYVS- P-value
(n=34) (n=38)
TNFa 12,6(8,1-19,3) 14,1(9,5-18,2) 0,47
MCP-1 276,1(243,0-362,7) 263,5(185,9-343,9) 0,40
MIP1-a 52,3(24,4-532.,5) 47,2(13,6-91,7) 0,08
IL-8 17,83(5,6-75,8) 25,9(9,8-142.4) 0,29
MIP1-p 56,8(32,9-101,1) 69,2(51,2-131,7) 0,37
VEGF 195,9(6,9-310,2) 226,7(131,2-303,1) 0,53

Les résultats sont présentés sous forme de médiane et de domaine interquartile (25°™ et 75°™). HHVS8+:
présence des anticorps anti-HHV8, HHVS8- : absence des anticorps anti-HHV8, TNFa: Tumor necrosis factor
alpha, MCP-1: Monocyte Chemoattractant Protein-1, MIP1-a: Macrophage inflammatory protein one alpha, IL-
8: Interleukin-8, MIP1-B: Macrophage inflammatory protein one beta, VEGF: Vascular endothelial growth

factor.

Dans la population globale, nous n’avons observé aucune différence significative du profil
inflammatoire chez les patients positifs pour les anticorps anti-HHVS8 en comparaison aux

négatifs (Tableau XV).
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2.2. Profil inflammatoire chez les patients diabétiques de type 2 en présence et en

absence des anticorps anti-HHVS8

Tableau XVI: Profil inflammatoire chez les patients DT2 en présence et en absence des
anticorps anti-HHV8

Variables (pg/ml) HHVS8+ HHVS- P-value
(n=15) (n=8)
TNFa 9,9(7,7-1,3) 11,1(7,4-1,6) 0,77
MCP-1 275,4(251,1-361,2) 305,1(243,5-411,0) 0,84
MIP1-a 238,9(31,1-931,8) 40,2(9,4-1433,7) 0,35
IL-8 9,5(5,25-33,9) 9,9(4,3-20,5) 0,69
MIP1-8 60,5(31,9-95,4) 47,6(24,2-61,3) 0,16
VEGF 198,2(73,3-381,8) 255,3(122,9-303,1) 0,92

Les résultats sont présentés sous forme de médiane et de domaine interquartile (25°™ et 75°™). HHV8+:
présence des anticorps anti-HHVSE, HHVS- : absence des anticorps anti-HHVS8, TNF-a: Tumor necrosis factor
alpha, MCP-1: Monocyte Chemoattractant Protein-1, MIP1-a: Macrophage inflammatory protein one alpha, IL-
8: Interleukin-8, MIP1-B: Macrophage inflammatory protein one beta, VEGF: Vascular endothelial growth

factor.

Chez les sujets DT2, nous n’avons observé aucune différence significative du profil
inflammatoire chez les patients positifs pour les anticorps anti-HHV8 en comparaison aux

patients négatifs a ces anticorps (Tableau XVI).
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2.3. Profil inflammatoire chez les patients KPD en présence et en absence des anticorps

anti-HHVS

Tableau XVII: Profil inflammatoire chez les patients KPD en présence et en absence des
anticorps anti-HHV8

Variables (pg/ml) HHVS8+ HHVS- P-value
(n=19) (n=30)
TNFa 17,5(8,2-19,5) 14,7(10,8-20,1) 0,99
MCP-1 309,7(165,6-366,9) 257,2(175,8-333,9) 0,58
MIP1-a 44.7(20,6-153,5) 47,2(13,6-91,7) 0,50
IL-8 28,9(10,2-127,7) 34,9(11,1-149,0) 0,49
MIP1-8 54,88(33,3-117,4) 78,1(57,7-138,7) 0,14
VEGF 195,9(69,8-268,6) 216,9(127,1-311,2) 0,59

Les résultats sont présentés sous forme de médiane et de domaine interquartile (25°™ et 75°™). HHV8+:
présence des anticorps anti-HHVSE, HHVS- : absence des anticorps anti-HHVS8, TNF-a: Tumor necrosis factor
alpha, MCP-1: Monocyte Chemoattractant Protein-1, MIP1-a: Macrophage inflammatory protein one alpha, IL-
8: Interleukin-8, MIP1-B: Macrophage inflammatory protein one beta, VEGF: Vascular endothelial growth

factor.

Chez les sujets KPD, le profil inflammatoire était comparable chez les patients positifs pour

les anticorps anti-HHVS et les patients négatifs a ces anticorps (Tableau XVII).
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2.4. Profil inflammatoire chez les patients KPD en phase cétosique en présence et en

absence des anticorps anti-HHVS8

Tableau XVIII: Profil inflammatoire chez les patients KPD cétosique en présence et en
absence des anticorps anti-HHVS

Variables (pg/ml) HHVS8+ HHYVS- P-value
(n=12) (n=22)
TNFa 19,0(9,6-20,11) 15,1(9,51-20,7) 0,66
MCP-1 328,82(111,6-362,5) 295,8(175,8-348,4) 0,90
MIP1-a 51,08(23,2-106,9) 22,3(9,9-68,6) 0,18
IL-8 40,1(10,0-117,3) 30,9(11,1-169,7) 0,85
MIP1-p 49,2(21,1-104,2) 75,4(58,2-139,9) 0,07
VEGF 224,4(69,8-299.4) 216,9(122,7-292,1) 0,93

Les résultats sont présentés sous forme de médiane et de domaine interquartile (25°™ et 75°™). HHVS8+:
présence des anticorps anti-HHVS, HHVS8- : absence des anticorps anti-HHVS, TNF-a: Tumor necrosis factor
alpha, MCP-1: Monocyte Chemoattractant Protein-1, MIP1-a: Macrophage inflammatory protein one alpha, IL-
8: Interleukin-8, MIP1-B: Macrophage inflammatory protein one beta, VEGF: Vascular endothelial growth

factor.

Chez les sujets KPDI1, nous n’avons observé aucune différence significative du profil
inflammatoire chez les patients positifs pour les anticorps anti-HHV8 en comparaison aux

patients négatifs (Tableau X VIII).
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2.5. Profil inflammatoire chez les patients KPD en phase non cétosique en présence et en

absence des anticorps anti-HHVS§

Tableau XIX: Profil inflammatoire chez les patients KPD non cétosique en présence et en
absence des anticorps anti-HHVS

Variables (pg/ml) HHVS8+ HHYVS- P-value
(n=7) (n=8)
TNFa 13,1(8,2-13,1) 14,6(11,3-16,2) 0,48
MCP-1 259,5(202,2-370,6) 235,7(112,8-258,2) 0,35
MIP1-a 35,6(17,8-704,3) 110,5(57,5-272,6) 0,26
IL-8 16,9(10,2-206,8) 102,3(15,6-133,5) 0,56
MIP1-$ 86,5(33,3-183,6) 106,4(54,9-138,7) 0,94
VEGF 165,85(80,3-268,6) 323,7(105,9-400,9) 0,50

Les résultats sont présentés sous forme de médiane et de domaine interquartile (25°™ et 75°™). HHVS8+:
présence des anticorps anti-HHVS, HHVS8- : absence des anticorps anti-HHVS, TNF-a: Tumor necrosis factor
alpha, MCP-1: Monocyte Chemoattractant Protein-1, MIP1-a: Macrophage inflammatory protein one alpha, IL-
8: Interleukin-8, MIP1-B: Macrophage inflammatory protein one beta, VEGF: Vascular endothelial growth

factor.

Chez les sujets KPD2, nous n’avons observé aucune différence significative du profil
inflammatoire chez les patients positifs pour les anticorps anti-HHV8 en comparaison aux

patients négatifs a ces anticorps (Tableau XIX).
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2.6. Profil inflammatoire dans la population générale en présence et en absence de

I’ADN viral HHVS

Tableau XX: Profil inflammatoire dans la population générale en présence et en absence de
I’ADN viral HHVS

Variables (pg/ml) ADN HHVS8+ ADN HHVS- P-value
(n=15) (n=57)
TNFa 11,51(8,1-19,8) 13,5 (8,9-19,0) 0,78
MCP-1 274,6(247,2-323,7) 275,4 (195,4-358,8) 0,98
MIP1-a 83,61(22,6-207,9) 47,2(16,7-135,8) 0,23
IL-8 33,9(9,2-239,7) 18,91(9,2-107,7) 0,51
MIP1-p 65,3(42,7-95,3) 62,4(42,5-113,2) 0,94
VEGF 162,59(38,4-329,6) 229,1(120,3-303,3) 0,34

Les résultats sont présentés sous forme de médiane et de domaine interquartile (25°™ et 75°™). ADN HHV8+ :
présence de I’ADN viral HHV8, ADN HHVS8- : absence de I’ADN viral HHVS, TNF-a: Tumor necrosis factor
alpha, MCP-1: Monocyte Chemoattractant Protein-1, MIP1-a: Macrophage inflammatory protein one alpha, IL-
8: Interleukin-8, MIP1-B: Macrophage inflammatory protein one beta, VEGF: Vascular endothelial growth

factor.
Nous n’avons observé aucune différence significative du profil inflammatoire chez les

patients détectés positifs pour ’ADN HHVS8 en comparaison aux patients négatifs (Tableau

XX).
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2.7. Profil inflammatoire chez les patients diabétiques de type 2 en présence et en

absence de ’ADN viral HHVS

Tableau XXI: Profil inflammatoire chez les patients diabétiques de type 2 en présence et en
absence de I’ADN viral HHVS

Variables (pg/ml) ADN HHVS8+ ADN HHVS- P-value
(n=11) (n=12)

TNFa 9,9(7,8-12,7) 10,7(7,4-17,0) 0,68
MCP-1 269,1(277,2-319,1) 317,2(260,0-380,3) 0,21
MIP1-a 108,4(23,6-632,2) 529,5(16,5-1130,5) 0,77
IL-8 16,4(9,2-198.,5) 5,3(3,7-12,8) 0,008
MIP1-p 65,3(31,5-95.4) 49,9(34,9-63,6) 0,38
VEGF 162,6(24,6-374,4) 238,5(122,8-312,0) 0,62

Les résultats sont présentés sous forme de médiane et de domaine interquartile (25°™ et 75°™). ADN HHV8+ :

présence de I’ADN viral HHV8, ADN HHVS- : absence de I’ADN viral HHV8, TNFa: Tumor necrosis factor

alpha, MCP-1: Monocyte Chemoattractant Protein-1, MIP1-a: Macrophage inflammatory protein one alpha, IL-

8: Interleukin-8, MIP1-B: Macrophage inflammatory protein one beta, VEGF: Vascular endothelial growth

factor.

La concentration médiane d’IL-8 était plus élevée chez les patients DT2 détectés positifs
pour ’ADN viral HHVS8 en comparaison aux négatifs [16,4(9,2-198.,5) vs 5,3(3,7-12,8)],
(p=0,01).
Aucune différence significative n’a été observée pour les autres marqueurs de I’inflammation

dans les deux groupes (Tableau XXI).
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2.8. Profil inflammatoire chez les patients KPD en présence et en absence de ’ADN viral

HHVS

Tableau XXII: Profil inflammatoire chez les patients KPD en présence et en absence de
I’ADN viral HHVS

Variables (pg/ml) ADN HHVS8+ ADN HHVS- P-value
(n=4) (n=30)
TNFa 20,2(18,1-22,4) 14,4(9,4-19,2) 0,13
MCP-1 299,9(145,4-331,4) 261,5(173,2-352,8) 0,70
MIP1-a 83,6(19,9-17,7) 45,9(16,6-89,5) 0,17
IL-8 143,0(12,9-505,6) 32,6(10,8-138,2) 0,45
MIP1-p 74,4(48,4-109,5) 75,4(42,4-139,9) 0,75
VEGF 160,4(70,4-254.9) 219,4(116,0-282,5) 0,32

Les résultats sont présentés sous forme de médiane et de domaine interquartile (25°™ et 75°™). ADN HHV8+ :
présence de I’ADN viral HHV8, ADN HHVS8- : absence de I’ADN viral HHVS, TNF-a: Tumor necrosis factor
alpha, MCP-1: Monocyte Chemoattractant Protein-1, MIP1-a: Macrophage inflammatory protein one alpha, IL-
8: Interleukin-8, MIP1-B: Macrophage inflammatory protein one beta, VEGF: Vascular endothelial growth

factor.

Chez les sujets KPD, nous n’avons observé aucune différence significative du profil
inflammatoire chez les patients détectés positifs pour ’ADN HHV8 en comparaison aux

patients négatifs (Tableau XXII).
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2.9. Profil inflammatoire chez les patients positifs aux anticorps anti-HHVS et sans ADN

viral en comparaison au patients sans anticorps anti-HHVS

Tableau XXIII: Profil inflammatoire chez les patients positifs aux des anticorps anti-HHV8
et sans ADN viral

Variables (pg/ml) HHVS8+ HHVS- P-value
(n=15) (n=57)
TNF-a 13,0(8,2-19,2) 14,1(9,4-18,3) 0,69
MCP-1 309,6(236,0-370,6) 258,2(175,8-343,9) 0,21
MIP1-a 44.9(23,2-584,9) 47,2(12,6-104,4) 0,28
IL-8 16,9(5,1-54,3) 25,9(9,9-142.4) 0,11
MIP1-8 53,4(31,9-97,9) 73,7(51,2-128,7) 0,11
VEGF 224,4(76,8-289,4) 233,9(141,2-313,8) 0,49

Les résultats sont présentés sous forme de médiane et de domaine interquartile (25°™ et 75°™). ADN HHV8+ :
présence de I’ADN viral HHVS, ADN HHVS- : absence de ’ADN viral HHV8, TNFa: Tumor necrosis factor
alpha, MCP-1: Monocyte Chemoattractant Protein-1, MIP1-a: Macrophage inflammatory protein one alpha, IL-
8: Interleukin-8, MIP1-B: Macrophage inflammatory protein one beta, VEGF: Vascular endothelial growth
factor.

Nous n’avons observé aucune différence significative du profil inflammatoire chez les
patients détectés positifs pour anticorps anti-HHVS8 sans ADN viral en comparaison aux

patients négatifs (Tableau XXIII).
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2.10. Profil inflammatoires en présence et/ ou en absence de ’ADN viral HHVS chez des

patients présentant ou pas une cétonurie.

2.10.1. Concentration de MIP1-a chez les patients KPD1 sans ADN viral patients KPD2

sans ADN viral
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Figure 1: Concentration de MIP1-a chez les sujets KPD1 sans ADN viral versus KPD2 sans
ADN viral

Les sujets KPDI1 dont I’ADN viral n’avait pas été détecté, avaient des concentrations de
médiane de MIP1-a inférieures aux sujets KPD2 sans ADN viral [24,7(11,9-58,5) pg/ml vs
72,8(33,6-437,7) pg/ml, p=0,02].
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2.10.2. Concentration d’IL-8 chez les patients KPD1 sans ADN viral versus patients DT2

sans ADN viral
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Figure 2: Concentration d’IL-8 chez les sujets KPD1 sans ADN viral versus DT2 sans ADN
viral

La concentration médiane d’IL-8 était plus élevée chez les sujets KPD1 vs les sujets DT2,

tous sans ADN viral [29,1(11,1-138,2) pg/ml vs 5,3 (3,7-12,7) pg/ml, p=0,001].
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2.10.3. Concentration de TNF-a chez les patients KPD1 avec ADN viral versus patients
KPD2 sans ADN viral
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Figure 3: Concentration de TNF-a chez les sujets KPD1 avec ADN viral versus KPD2 sans
ADN viral

La concentration médiane de TNF-a était plus élevée chez les sujets KPD1 avec ADN viral vs

les sujets KPD2 sans ADN viral [20,2(18,0-22,4) pg/ml vs 13,5 (9,4-16,4) pg/ml, p=0,01].
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2.10.4. Concentration de TNF-a chez les sujets KPD1 avec ADN viral versus DT2 sans
ADN viral
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Figure 4: Concentration de TNF-a chez les sujets KPD1 avec ADN viral versus DT2 sans
ADN viral

La concentration médiane de TNF-a était plus élevée chez les sujets KPD1 avec ADN viral vs

les sujets DT2 sans ADN viral [20,2 (18,1-22,4) pg/ml vs 10,7(7,4-17,0) pg/ml, p=0,029].
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2.10.5. Concentration de TNF-a chez les sujets KPD1 avec ADN viral versus DT2 avec
ADN viral

40+ *

357

30

P
bl

_|

]
=]
1

I_

TNF-a (pg/ml)

-y
[43]
1

10

0 T T
KPD1, ADN viral positif DT2, ADN viral positif

Figure 5: Concentration de TNF-a chez les sujets KPD1 avec ADN viral versus DT2 avec
ADN viral

La concentration moyenne de TNF-a était plus élevée chez les sujets KPD1 avec ADN viral

vs les sujets DT2 avec ADN viral [20,2(18,0-22,4) pg/ml vs 9,9(7,7-12,7) pg/ml, p=0,01].
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2.10.6. Concentration d’IL-8 chez les sujets KPD2 sans ADN viral versus DT2 sans ADN

viral
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Figure 6: Concentration d’IL-8 chez les sujets KPD2 sans ADN viral versus DT2 sans ADN
viral

La concentration médiane d’IL-8 était plus élevée chez les sujets KPD2 sans ADN viral vs les

sujets DT2 sans ADN viral [72,4(10,2-140,9) pg/ml vs 5,3 (3,7-12,8) pg/ml, p=0,00].
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2.10.7. Concentration de MIP1-f chez les sujets KPD2 sans ADN viral versus DT2 sans
ADN viral
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Figure 7: Concentration de MIP1-3 chez les sujets KPD2 sans ADN viral versus DT2 sans
ADN viral

La concentration médiane de MIP1-f était plus élevée chez les sujets KPD2 sans ADN viral

vs les sujets DT2 sans ADN viral [96,5(48,4-180,2) pg/ml vs 49,9(34,9-63,5) pg/ml, p=0,02].
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2.11. Profil inflammatoire en présence et/ ou en absence des anticorps anti-HHVS chez

des sujets présentant ou pas une cétonurie.
2.11.1. Concentration d’IL-8 chez les sujets KPD1 sans anticorps anti-HHVS versus DT2

sans anticorps anti-HHVS

E00,00000=
500,000007
1204
40000000 O
=
= _
-
=2
2
300,00000=
s
=
1233
20000000 *
100,00000-
00000 T T
KPD1, Ac anti-HHWS négatif DT2, Ac anti-HHYE positif

Figure 8: Concentration d’IL-8 chez les sujets KPD1 sans anticorps anti-HHVS versus DT2
sans anticorps anti-HHV8

La concentration médiane d’IL-8 était plus élevée chez les sujets KPD1 sans anticorps anti-

HHVS8 versus DT2 sans anticorps anti-HHVS8 [30,9(1,11-169,7) pg/ml vs 9,9(4,2-20,4) pg/ml,
p=0,02].
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2.11.2. Concentration de MIP1-§ chez les sujets KPD1 sans anticorps anti-HHVS versus
DT2 sans anticorps anti-HHVS8
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Figure 9: Concentration de MIP1- chez les sujets KPD1 sans anticorps anti-HHVS8 versus
DT?2 sans anticorps anti-HHV8

La concentration moyenne de MIP1-f était plus élevée chez les sujets KPD1 sans anticorps
anti-HHVS versus DT2 sans anticorps anti-HHVS8 [75,4(58,1-139,9) pg/ml vs 47,6(24,2-61,2)
pg/ml, p=0,02].
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2.11.3. Concentration de MIP1-a chez les sujets KPD1 sans anticorps anti-HHVS versus
DT?2 avec anticorps anti-HHVS8
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Figure 10: Concentration de MIP1-a chez les sujets KPD1 sans anticorps anti-HHV8 versus
DT?2 avec anticorps anti-HHVSE

La concentration moyenne de MIP1-a était plus basse chez les sujets KPD1 sans anticorps
anti-HHVS versus DT?2 avec anticorps anti-HHVS [22,3(9,9-68,5) pg/ml vs 238,8(31,0-931,7)
pg/ml, p=0,00].
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2.11.4. Concentration d’IL-8 chez les sujets KPD1 sans anticorps anti-HHVS versus DT2

avec anticorps anti-HHVS8
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Figure 11: Concentration d’IL-8 chez les sujets KPD1 sans anticorps anti-HHVS8 versus DT2
avec anticorps anti-HHVS8

La concentration moyenne d’IL-8 était élevée chez les sujets KPD1 sans anticorps anti-HHVS
versus DT2 avec anticorps anti-HHVS8 [30,9(11,1-169,7) pg/ml vs 9,5(5,2-33,9) pg/ml,
p=0,03].
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CHAPITRE V: DISCUSSION
GENERALE, CONCLUSION ET
PERSPECTIVES
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DISCUSSION GENERALE

Le but de ce travail a été de rechercher la potentielle association entre I’infection par le virus
HHVS8 et le KPD ; puis d’évaluer I’impact de I’infection a HHVS8 sur le profil inflammatoire
des phénotypes du diabete de type 2.
L’étude s’appuie sur une population de patients admis avec une décompensation
hyperglycémique au Centre National d’Obésit¢ de 1I’Hopital Central de Yaoundé. Les
objectifs étaient de :

e ¢tudier la fréquence du diabete non auto-immun a tendance cétosique (KPD);

e ¢étudier I’association entre le virus HHVS8 et le KPD;

e rechercher si I’infection & HHVS est associée a un profil inflammatoire pouvant

participer au phenotype du diabete.

Partie V.1: Fréquence et caractéristiques cliniques du diabéte non auto-immun a

tendance cétosique (KPD) au sein de notre population.

Environ un tiers des patients (28,3%) parmi les patients admis pour une décompensation
hyperglycémique dans le centre hospitalier ont un KPD. Cette observation montre une
fréquence plus importante que celle estimée par Sobngwi et coll. en 2002 (82). Elle est
également supérieure a celles rapportées par Djrolo et coll. en 2011 dans une population de
diabétiques au Bénin (5,7%) et par Lokrou et coll. en 2004 a Abidjan (7%) (105, 106). La
forte prévalence du KPD au sein de notre population peut en partie €tre attribuée aux criteres
d’inclusion, puisqu’il s’agissait d’une population de patients déséquilibrés hospitalisés pour
cela (biais de recrutement). Djrolo et Lokrou s’appuyant sur les dossiers de patients
diabétiques tous phénotypes confondus hospitalisés dans leurs services respectifs.

L'age moyen lors du diagnostic du diabete chez tous nos patients KPD était de 47 + 11 ans,
comparables a ceux préalablement décrits entre 35 et 46 ans (19, 107). Il n’y’a pas de
prévalence masculine prédominante chez nos patients KPD, bien que la littérature ait rapporté
unanimmement une prédominance du sexe masculin (19, 107-109). A Dl’instar du DT2,
surpoids ou obésité ont été souvent retrouvés dans le KPD. Il en est de méme dans notre
population d’étude. L’ IMC fluctue entre 26 et 37 kg/m? selon les auteurs et la localisation des
études menées. Ces données font ressortir que la majorité des sujets est en surpoids et

quelques uns sont obeses(19, 107).
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Les patients KPD de notre étude ont été subdivisés en deux sous-groupes. Ceux nouvellement
diagnostiqués et présentant une cétonurie (KPDI1), et ceux admis en phase non cétosique
(KPD2) mais ayant eu antérieurement une décompensation cétosique sans facteurs de
précipitation. Ces derniers ont présenté, aprés une rémission initiale, une nouvelle crise
d'hyperglycémie sans cétose. Les patients KPD1 avaient un IMC, une concentration de
peptide-C a I’état basal et une sécrétion d’insuline (HOMA-f) bas par rapport aux KPD2 et
aux DT2. Les concentrations d’insuline a I’état basal sont similaires chez les KPD2 et DT2. A
contrario, I’insulinémie, a 1’état basal, des patients KPD1 était inférieure a celle des patients
KPD2 et DT2.

Dans le KPD, lors du diagnostic initial, les perturbations métaboliques sont plus importantes
qu’au moment des rechutes. Cette observation devrait €tre relativisée car nous n’avons pas
mené d’étude longitudinale.

La résistance a l'insuline est généralement considérée comme une des caractéristiques
métaboliques retrouvée chez les patients DT2(110). Nos patients DT2 étaient plus insulino-
résistants que nos patients KPD1. Parallelement, la sensibilité a I'insuline et la concentration
de peptide-C a 1’état basal étaient comparables chez les patients DT2 et KPD2 ; reflétant
probablement des troubles métaboliques comparables. Bien que les patients KPD1 aient une
sensibilité a l'insuline comparable aux patients KPD2, leur concentration d’insuline a 1’état
basal était inférieure. Ces observations sont similaires a celles préalablement rapportées
faisant état d’une amélioration de 80% de la sécrétion en insuline apres rémission de la cétose
initiale(81). De fait, un meilleur profil insulino-sécrétoire observé chez les KPD2 n’est pas
surprenant. D’autre part, les patients KPD2 présentent des concentrations de HDL-cholestérol
plus élevées et de triglycérides plus basses que celles retrouvées chez les patients KPD1. Cette
observation reflete un profil moins athérogene chez les patients KPD non cétosiques. Le
pourcentage d’HbA 1c était plus élévé chez les sujets KPD1.

Notre étude montre que le KPD est fréquent chez les patients hospitalisés pour une
décompensation hyperglycémique. Il est comparable aux patients DT2, vis-a-vis notamment
de ceux qui ne sont pas en cétose. Les patients KPD1 ont une sécrétion en insuline plus basse.
Les patients KPD en phase cétosique sécrétent moins d’insuline que ceux en phase non
cétosique. Ceci s’appuie sur une concentration de peptide-C a 1’état basal et un HOMA-
significativement plus bas chez les patients KPD1. Toutefois, nous n’avons pas de mesures

dynamiques d’insulinosécretion. Il serait utile de mener des études longitudinales.
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Partie V.2: Etude de I’association entre I’infection par virus HHVS et les phénotypes de

diabete

A notre connaissance, seules trois études ont étudié le lien entre le virus HHVS et le
diabete(25, 36, 37). Seule I’étude de Sobngwi et coll. en 2008 a recherché le lien entre le virus
HHVS8 et le KPD. Celle-ci a montré une tres forte séroprévalence des anticorps anti-HHVE
chez les patients KPD (87%) comparés aux sujets DT2 (15%). Ce groupe de sujets natifs
d’Afrique Sub-saharienne résidait en France. Jusqu’a ce jour, aucune étude n’avait ét€ menée
pour vérifier ces résultats.

Notre étude a été réalisée chez des sujets diabétiques originaires d’Afrique sub-Saharienne,
résidents sur le continent, et suivis au Centre Hospitalier de Yaoundé. Elle ne montre pas de
différence de séroprévalence de HHV8 dans les phénotypes de diabete. De fait, notre étude ne
fait pas ressortir de séroprévalence HHVS8 spécifique aux patients KPD admis pour un une
décompensation hyperglycémique.

Ces deux études réalisées par le méme groupe d’auteurs, évaluées au sein du méme
laboratoire avec les mémes méthodologies peuvent se différencier en terme de recrutement
Europe versus Afrique pour un méme profil de sujets étudiés. Plusieurs hypotheses pourraient
contribuer a expliquer cette différence, notamment, notre recrutement, plus modeste que celui
de Sobngwi et coll., la fluctuation d’échantillonnage, les recrutements effectués a des saisons
différentes. Ainsi, incidence du diabete et décompensations liées au diabete, étaient quasiment
superposables a celle des précipitations. Nous avons précédemment retrouvé une incidence
saisonniere du diabete et des décompensations diabétiques a Yaoundé (Cameroun). Pendant 9
ans entre I’année 2000 a 2008 a Yaound¢ nous avons observé que la variation de 1’incidence
du diabete et ses décompensations était quasiment superposable a celle des précipitations, et
cette incidence semblait plus importante pendant la saison des pluies (Article 2 présenté en
annexe et en révision dans le Journal BMC Public Health). 1l a également été montré que les
pathologies ayant une incidence saisonniere pourraient €tre associées a des infections
virales(85). D’autres infections virales a I’instar du virus de I’Herpes Humain de type 6
(HHV®6) associé a un diabete fulminant au Japon(111, 112), pourraient &tre considérées.

La séroprévalence de HHVS chez nos sujets DT2 est comparable a celle retrouvée par Caselli
et coll. en 2013 chez des sujets DT2 d’origine Sarde (55,6 vs 57,0%). A ce jour, aucune autre
¢tude exceptée celle de notre équipe n’a évalué la fréquence de HHVS chez le sujet KPD

originaires d’Afrique Sub-saharienne. Nous rapportons pour la premiere fois la fréquence de
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HHVS parmi les sujets KPD selon qu’ils présentent ou non une décompensation cétosique
lors de ’inclusion. Elle est respectivement de 35,3% chez les sujets KPD1 (n=34), et 46,7%
chez les KPD2 (n=15) au regard de la population globale étudiée (n=173).

L’analyse de ’ADN viral montre une présence du virus HHV8 chez environ 9% de notre
population d’étude. Sa fréquence est de 11,8% chez les sujets KPDI1, 9% chez les DT2 et
absente chez les KPD2. Nos résultats divergent des observations de Ingianni et coll. en 2007
et Sobngwi et coll. en 2008 rapportant une fréquence de 23,7% chez les sujets DT2 Sardes
(37) et une présence de I’ADN viral chez pres de la moitié des sujets KPD en phase aigué
d’origine d’Afrique Sub-saharienne (25), que 1’on pourrait comparer a nos sujets KPD1. La
taille de 1’échantillon reste faible dans 1’é¢tude de Sobngwi et coll. (6/13 patients détectées
positifs).

Chez les sujets pour lesquels I’ADN viral a été détecté, la charge virale est similaire a celle
retrouvée chez des sujets co-infectés par les virus du VIH et du HHVS et ne présentant pas de
sarcome de Kaposi. Notre fréquence d’observation de I’ADN viral est comparable a celle
retrouvée chez des sujets homosexuels infectés par le VIH et HHV8 (9,0 vs 10,3%). Ces deux
observations font ressortir que I’expression et le niveau de I’ADN viral au sein de notre
population non infectée par le VIH sont similaires a ceux de populations a haut risque et co-
infectées. Pour autant, quelle part a HHV8 dans la physiopathologie du diabete du sujet
d’Afrique Sub-Saharienne en phase de décompensation ou non, d’autant que ce virus possede
une faible capacité a se répliquer. L’intérét porté au virus HHVS est lié au fait que ce virus est
asymptomatique et possede des phases de latence et de réplication. Cette caractéristique
pourrait expliquer que les différentes phases dans I’inter-relation virus systéme immunitaire
de I’hote pourraient se superposer a la phase de décompensation et a celle de rémission du
KPD. D’autant plus que nous n’avons pas détecté d’ADN viral en « phase non cétosique » du
KPD.

En Afrique sub-saharienne, la prévalence du HHVS reste tres élevée, 30 a 60% de la
population générale sont infectés sans aucune manifestation clinique dans la plupart des cas.
Le pourcentage de sujets infectés dans notre étude (50,9%) s’intégre parfaitement dans ces
données. Il a été€ montré que la pathogénicité¢ de HHVS est liée a I’expression génotypique du
virus et que son épidémiologie sur le continent Africain varie en fonction de la saison. Njiki et
coll., dans une étude menée au Cameroun, montrent que 79% de leurs patients infectés par le
VIH au moment de l'inclusion présentaient une séropositivité aux anticorps anti-HHVS. Celle-
ci tombait a 57% douze mois plus tard (113). Ce qui laisse transparaitre que plusieurs facteurs

pourraient contribuer a expliquer la fluctuation virale.
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La réflexion autour de 1’association entre le virus HHVS et le KPD mériterait d’étre étendue a
un plus grand nombre de sujets. De fait, ’ouverture a d’autres centres hospitaliers d’Afrique
pourrait s’avérer opportune et la mise en place d’études longitudinales permettrait peut-étre
d’éclairer certaines ébauches d’hypothéses présentées. Parallélement, 1’ouverture a d’autres
virus herpétiques dont HHV6 serait intéressante et pourrait contribuer a expliquer la

susceptibilité au KPD en fonction de la région géographique.

Association entre HHVS, ADN viral et caractéristiques cliniques et métaboliques de la
population.

Nous n’avons pas rétrouvé de diffrences entre les caracteristiques cliniques (1’'IMC, le rapport
tour de taille sur tour de hanche, la pression artérielle, ’'HbAlc, la glycémie a jeun, les
parametres du profil lipidique), et métaboliques (la concentration de peptide-C et d’insuline a
jeun les indices, HOMA-B et HOMA-IR), chez les sujets en présence et en absence des
anticorps anti-HHVS, confirmant des résultats présentés par Sobngwi et coll. en 2008 au sein
d’une population de diabétiques d’origine Subsaharienne vivant en France. Toutefois, parmi
ces sujets, Sobngwi et coll. en 2008, montraient que les sujets DT2 HHVS positifs, au
moment de I’inclusion, étaient beaucoup plus insulinoréquerants que les DT2 HHV8 négatifs.
Cette méme équipe ne mentionnait non plus de différence, en termes de complications
diabétiques, entre les sujets DT2 HHVS positifs et négatifs(25). Ingianni et coll. en 2007
rapportaient des observations similaires au plan métabolique avec toutefois une association
retrouvée avec quelques complications liées au diabete(36).

Concernant la présence d’ADN viral, celle-ci se traduit chez les sujets concernés par des
caractéristiques métaboliques spécifiques. Ainsi, la concentration de peptide-C, le HOMA-f3
et I’indice de masse corporelle sont significativement plus bas. A contrario, les concentrations
de cholestérol total et de LDL-cholestérol sont plus élevées reflétant un profil athérogene plus
marqué. Cependant, lorsque I’ADN viral n’est pas détecté, 1’incidence au plan métabolique
s’estompe, seuls les triglycérides sont élevés dans le groupe infecté. Ces données refletent
I’observation menée in vitro par Angius et coll., en 2015 et qui a montré que le virus HHV8
pouvait altérer le métabolisme lipidique (114). D’autre part, les sujets positifs aux anticorps
anti-HHVS, et négatifs & I’ADN viral présentent un meilleur profil sécrétoire en insuline. La
présence d’ADN viral signe t-elle la réplication virale au moment de 1’inclusion ? Si tel est le
cas, cela laisserait a penser que la réplication est associée a une sécrétion en insuline altérée.
Au final, la présence d’anticorps anti-HHVS8 en absence d’ADN viral en période de latence

pourrait étre associée a une meilleure sécrétion en insuline.
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A ce jour, nous n’avons pas recherché les protéines virales exprimées pendant la phase lytique
et la phase de latence du virus HHVS. In vitro, I’infection de cellules endothéliales (HUVEC)
par le virus HHV8 peut moduler la sensibilité a I’insuline en fonction de la phase virale(115).
En effet, cette sensibilit¢ améliorée lorsque le virus est en phase de réplication lytique,
continue a s’améliorer lorsque le virus est en phase de latence(115).

Dans notre étude, nous ne sommes pas en mesure d’affirmer que I’infection virale peut
générer a elle seule les troubles métaboliques observés, ou que ceux-ci sont le fait du diabete

en soi, indépendamment de I’infection virale.

Partie V.3: Profil inflammatoire associé aux phénotypes de diabéte et au statut viral.

Au plan de la population générale du groupe de patients sélectionnés parmi les sujets détectés
positifs pour les anticorps anti-HHV8 (n=34) versus les sujets négatifs (n=38),
indépendamment de leurs phénotypes de diabete, nous ne retrouvons pas de différence
significative parmi les six cytokines et chemokines testées (TNF-o, MCP-1, MIP1-a, IL-8,
MIP1-B, VEGF). Les mémes résultats sont obtenus chez les sujets détectés positifs pour
I’ADN viral (n=15) versus les sujets négatifs (n=57). Aucun des sujets HHV8 positif ne
présentait de concentration supérieure a la moyenne plus ou moins deux déviations standard a
celle des sujets HHVS8 négatifs considérés comme ayant une inflammation de bas grade
retrouvée dans le diabete(7). En sommes, HHV8 n’a pas d’impact sur le profil de cytokines
testées mais ceci reste incomplet car nous n’avons pas recherché ce profil dans les PBMC,
connus comme une des cibles majeures du virus. En revanche les patients en decompensation
cétosique avaient un profil inflammatoire plus proinflammatoire que les patients hors cétose.

Au sein de la population des patients en décompensation cétosique, la présence de I’ADN
viral ou des anticorps anti-HHVS est associé a une augmentation du profil inflammatoire.
Cette augementation du profil inflammatoire peut €tre attribuée a I’importance du déséquilibre
glycémique 1ié au déficit de I’insulinosécretion. Le phénomene de glucotoxicité potentiel et
I’insuline basse est associ¢ a un profil plus pro-inflammatoire en relation avec les données de
la littérature (116, 117). La question qui reste posée est celle de savoir si HHVS8 pourrait étre

un facteur aggravant du syndrome inflammatoire.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’objectif de cette these était de rechercher la potentielle association entre 1’infection par le

virus HHVS8 et le KPD, puis d’évaluer I'impact de I’infection a HHVS sur le profil

inflammatoire des phénotypes du diabete de type 2.

L’étude s’appuie sur une population de patients admis pour une décompensation

hyperglycémique au Centre National d’Obésité de I’Hopital Central de Yaoundé. Au terme de

ce travail il en ressort que :

1.

2.

Le KPD est fréquent chez les patients hospitalisés pour « crise d’hyperglycémie » (1/3
des patients ont un KPD). Il est comparable aux patients DT2, vis-a-vis notamment de
ceux qui ne sont pas en cétose. Les patients KPD en phase cétosique sécretent moins
d’insuline que ceux en phase non cétosique.

Toutefois, nous n’avons pas de mesures dynamiques d’insulinosécretion. Il serait utile

de mener des études longitudinales.

La prévalence du virus HHVS est importante au sein des patients hospitalisés pour
«crise d’hyperglycémie ». Notre étude ne fait pas ressortir de séroprévalence
HHV8 spécifique aux patients KPD.
La réflexion autour de I’association entre le virus HHVS8 et le KPD mériterait d’étre
é¢tendue a un plus grand nombre de sujets. De fait, 'ouverture a d’autres centres
hospitaliers d’Afrique pourrait s’avérer opportune et la mise en place d’études
longitudinales. Parallelement, Iouverture a d’autres virus herpétiques dont HHV6
serait intéressante et pourrait contribuer a expliquer la susceptibilit¢ au KPD en
fonction de la région géographique.
Au plan clinique et métabolique, la présence de I’ADN viral HHVS est associée a un
déficit de sécrétion en insuline, un profil athérogénique et un indice de masse corporel
plus bas. En revanche, en absence de I’ADN viral, la positivité aux anticorps anti-
HHVS est associée a une meilleure sécrétion en insuline.
Toutefois, nous ne savons pas si la présence d’ADN viral signe la réplication virale au
moment de 1’inclusion. Nous nous proposons de :

e Rechercher les protéines virales exprimées pendant la phase de réplication et

de latence du virus HHVS a différentes phases du KPD (phase aigué cétosique

vs phase de rémission),

84



o Effectuer des études in vitro dans lesquelles des cellules humaines J3
pancréatiques seront cultivées en présence et en absence des cellules
mononucléaires du sang périphérique (PBMC) infectées par HHVS:

» Nous mesurerons la sécrétion d’insuline en réponse au glucose,

» Nous mesurerons I’expression des geénes cruciaux de la sécrétion en insuline
(glucokinase, ....)

3. Les cytokines et chemokines étudiées ne sont pas des facteurs discriminant
possiblement associés a l’infection par le virus HHVS8. L’ensemble des résultats
obtenus selon le groupe de patients présence et absence des anticorps anti-HHVS et ou
de ’ADN viral ne permet pas de ressortir de différences significatives des
concentrations en cytokines. En revanche les patients en decompensation cétosique
avaient un profil inflammatoire plus proinflammatoire que les patients hors cétose. Au
sein de la population des patients en décompensation cétosique, la présence de I’ADN
viral ou des anticorps anti-HHV8 est associé a une augmentation du profil
inflammatoire. En sommes, HHV8 n’a pas d’impact sur le profil de cytokines testées.
Nous nous proposons de rechercher le profil inflammatoire dans les cellules
mononucléaires du sang périphérique (PBMC), connus comme une des cibles

majeures du virus.
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