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Résumé

Résumé

Introduction :Le diabéte de type 1 (DT1) est la conséquence de la destruction spécifique
des cellules B des flots pancréatiques par un processus auto-immun.Les effets extraosseux
de la vitamine D sont de mieux en mieux documentés notamment I'effet sur 'immunité,
comme son action sur les cellules dendritiques, lymphocytes T et B, et les maladies auto

immunes.

Objectifs : Etudier la relation entre I'apport en vitamine D et le risque inflammatoire du

développement du diabéte de type 1.

But : Montrer I'implication de la vitamine D dans le processus inflammatoire du DT1.

Matériels et méthodes : Au total, 20 sujets repartis en deux groupes égaux, comprenant 10

diabétiques de type 1 et 10 sujets sains ont été recrutés dans cette étude.

Résultats : Les résultats de notre présente étude ont apportés une association entre apport
en vitamine D et le risque inflammatoire du développement du diabéte de type 1. De plus,
'analyse des résultats obtenus des différents dosages effectués (No, CRP, C3), montre qu'il

y a une inflammation chez les diabétiques de type 1.

Conclusion : Nos résultats préliminaires ne permettent pas de conclure a un réle clef de la
Vitamine D dans le processus inflammatoire du diabéete de type 1, mais cette étude
permettra d'envisager de nouvelles perspectives de recherches et donc une nouvelle

stratégie thérapeutique du diabéte de type 1.

Mots clés : DT1, vit D, Lymphocytes T, Lymphocytes B, VDR, No, CRP, C3, inflammation.



Abstract

v

Abstract

Introduction : The type 1 diabetes (DT1) is the result of the specific destruction of
pancreatic islet B cells by a self-immun.Les process extraskeletal effects of vitamin D are
better documented, especially the effect on immunity, as its action on dendritic cells, T and B

lymphocytes, and autoimmune diseases.

Objectives : Studying the relationship between vitamin D and inflammatory risk of

developing type 1 diabetes.

Aim : Show the involvement of vitamin D in the inflammatory process of DT1.

Materials and methods : A total of 20 subjects divided into two equal groups, including 10

with type 1 diabetes and 10 healthy subjects were enrolled in this study.

Results : The results of our present study have made an association between vitamin D and
inflammatory risk of developing type 1 diabetes. In addition, analysis of the results of the
various assays performed (No, CRP, C3) shows that there is an inflammation in type 1

diabetes.

Conclusion : Our preliminary results do not suggest a key role of vitamin D in the
inflammatory process of type 1 diabetes, but this study will consider new research

perspectives and therefore a hew therapeutic strategy for type 1 diabetes.

Keywords : DT1, vitamin D, T cells, B cells, VDR, No, CRP, C3, inflammation.
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Introduction

Le diabete de type 1 est la conséquence d'inflammation et de la destruction spécifique des
cellules B des filots pancréatiques par un processus auto-immun qui est médié
principalement par les lymphocytes T autoréactifs. Les flots de Langerhans sont infiltrés par
des cellules mononuclées (insulite) (Bouhours-Nouetet al.,2005 ; Rabinovitchet al, 2007)
aboutissant a une carence totale en insuline. L'origine auto-immune a été établie en 1974
(Humbel et al., 1999).

Des facteurs environnementaux et une prédisposition génétique contribuent a I'apparition de
la maladie. Dans environ 40 % des cas, le diabéete de type 1 apparait avant 'adge de 20 ans.
La maladie varie en fonction, de I'age, du sexe, de l'origine ethnique de la période et de la
localisation géographique (Wooetal., 2004). Selon 'OMS le nombre de diabétiques dans le
monde était de 110.4 millions, ce chiffre est passé a 221 millions en 2010 et franchira les
300 millions en 2025 (kingetal., 1998). En Algérie le diabéte est en réelle augmentation avec
un taux de mortalité de 9.1% et une prévalence du diabéte de type 1 estimée a 3.7% a
Tlemcen (Zaoui et al., 2007).

Par ailleurs, la connaissance de la physiologie de lavitamine D a considérablement
progressé ces derniéres années, avec la mise en évidence de ses récepteurs dans la plupart
des tissus, influencant I'expression génique d'un tiers du génome et en particulier son
implication dans la prolifération et la différentiation cellulaire, I'apoptose et I'angiogenése. La
vitamine D est ainsi passée du role de vitamine a tropisme purement phosphocalcique et
osseux a celui d’'une hormone pléiotrope (Tonson la Tour et al., 2012). Les auteurs
présentent d'une part, les actions de la vitamine D sur les cellules dendritiques myéloides,
les lymphocytes T et B et d’autre part, les effets bénéfiques potentiels qui en découlent dans
les maladies auto-immunes et inflammatoires car la vitamine D, joue un role
immunomodulateur complexe, dans la prévention et le développement des maladies
autoimmunes telle le diabéte de type 1 (Schoindreetal., 2012 ; Briot et Esterel.,2010). Une
carence en vitamine D induit une altération de la sécrétion d’insuline par les cellules

pancréatiques et augmente la résistance a I'insuline (Berthies-Pagliano, 2009).

La CRP joue un réle dans I'immunité innée spécifique. Les différentes fonctions de la CRP
sont de favoriser I'opsonisation indépendamment du complément, elle a également un effet
inhibiteur sur la réponse immune (activité anti-protéase) (Mold, 1981). La molécule C3 du

complément, a son tour, a non seulement un role central dans le fonctionnement du systéme
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complémentaire, mais elle tient aussi, en se liant de fagon covalente a I'antigéne, une place
trées importante dans la réponse immune (Villier, 1995). Ainsi le réle du monoxyde d’azote
(NO) dans le systeme immunitaire s’est affirmé par plusieurs études (Guenane et al., 2006;
Karpuzoglu et al., 2006) comme marqueur inflammatoire, sécrété par les macrophages et les
neutrophiles sous l'effet des cytokines pro-inflammatoires. Bien que bénéfique, la réponse
inflammatoire peut toutefois causer des effets délétéres a I'organisme lorsqu’elle persiste
longtemps (Baufretonet al., 2006).

Dans cette perspective, I'étude menée au prés de diabétiques de type 1 et des sujets sains
permettra d'établir la relation qui peut y avoir entre I'apport en vitamine D et le risque

inflammatoire du développement du diabéte de type 1.

C’est dans ce cadre que s'insére notre travail intitulé «Vitamine D et complément C3 au
cours du diabéte de type 1 », qui se déroule dans le Laboratoire de recherche n° 51 (de
Biologie Moléculaire Appliquée et d'Immunologie), dirigé par le Professeur Mourad ARIBI le

Président du CFD immunologie a I'Université de Tlemcen.
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Chapitre 1. Revue de la littérature

1.1 Diabéte de type 1
1.1.1 Définition

Le diabéte se définit par un état d’hyperglycémie chronique, défini biologiguement par une
glycémie a jeun supérieure a 1,26 g/L, a 2 reprises, ou une glycémie supérieure a 2 g/L

n'importe quand dans la journée (Alexandre et al.,2009).

Le diabéte de type 1(DT1) appelé insulinodépendant (Rodier, 2001), est une maladie auto-
immune polygénique chronique(ldeet al., 2003), d'installation progressive qui agit
sélectivement contre les cellules fdes ilots de Langerhansdu pancréas (fig.1.1, fig.1.2,
fig.1.3)produisant de I'insuline, survenant sur un terrain génétique de susceptibilité. Malgré
sa nature chronique, il existe peu de signes clinigues apparents avant que la maladie
atteigne le stade terminal et que les cellules B soient presque entierement éliminées (Woo et
al.,2004).

Les mécanismes du déclenchement de la maladie auto-immune ne sont pas connus mais
semblent pouvoir intervenir trés tét dans la vie (Dubois-Laforgue et al., 2000). La sécrétion
d'insuline et la tolérance au glucose se détériorent lentement, sur plusieurs années. Lorsque
la plupart des cellules g ont disparu, une hyperglycémie permanente s'installe et les signes
clinigues apparaissent rapidement, en quelquessemaines ou méme en quelques
jours(Robert, 1999).

Tout sujet dont le diabéte été découvert avant 15 ans et traité d’emblée par insuline est défini
comme diabétique de type 1 dans I'étude DERI, la limite supérieure d’age au moment du
diagnostic allait jusqu’a 17 ans inclus (Diabéte Epidemiology Reserch International Group,
1988).Ce mode de classification du diabéte est un peu approximatif car il peut y avoir un
certain degré de confusion avec le diabéte de type 2 de lI'adolescent (Fagot-Campagna,
2000).
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Figurel.l Coupe transversale de pancréas montrant des ilots de Langerhans au milieu
du compartiment exocrine (1076 chez I'homme adulte) (Grimaldi, 2009).
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1.1.2 Epidémiologie

Le diabete sucré reste I'une des préoccupations majeures de santé publique. L’'augmentation
réguliere de sa prévalence est de nature épidémique et liée au nombre important de cas de
diabétiques dans les pays en développement, du fait des modifications profondes de
I'environnement, mais aussi du vieillissement de la population dans les pays industrialisés
(King et al., 1998).

Parmi les maladies non transmissibles dans le monde (cancers, maladies cardiovasculaires,
diabéte sucré, maladies respiratoires chroniques et autres infections dégénératives) le
diabéte se développe particulierement parmi les populations urbaines qui ont tendance a
prendre du poids, manquer d’exercice et changer d’alimentation. L'organisation mondiale de
la santé (OMS) a estimé qu’en 1994 le nombre de diabétiques était de 110,4 millions. Ce
chiffre passera en l'an 2010 a 221 millions et a 300 millions en 2025 (King et al.,
1998).L’intolérance glucidique (diabéte de type 1) et le diabéte de type 2 (diabéte non

insulinodépendant) sont de loin les formes les plus répandues (Dowse et al.,1996).

L'Algérie est dans une trouée épidémiologique, avec une augmentation importante des
maladies non transmissibles, dont le diabéte sucré, avec des conséquences socio-
économiques importantes. La situation est alarmante et depuis longtemps 'OMS insiste sur

'importance de la prévention (Zaoui et al., 2007).

Une étude menée dans I'Ouest algérien entre 1989 et 1993 montre ainsi que le pied
diabétique représente a lui seul prés de 10 % des hospitalisations, avec une mortalité de 9,1
% et une amputation dans un tiers des cas (Benotmane et al.,2000). Une enquéte réalisée
en 1990 par I'Institut national de santé publique algérien (INSP) montre que le diabéete
occupe la quatrieme place des maladies non transmissibles (Malek et al., 2001), et une
enquéte par sondage sur ménage, effectuée a Alger en 1992, donne une prévalence globale
de 2,1 %(Bezzaoucha, 1992). En 1995, une étude sur une commune d’Alger portant sur 985

sujets agés de plus de 25 ans a révélé un taux de 8,7 %(Kemali et al.,1995).

Plus récemment, cette prévalence a été estimée a 8,2 % (selon les criteres de 'OMS) et 8,8
% (selon les nouveaux criteres ADA) dans une région de Sétif, au sud-est d’Alger, la capitale
(Malek et al., 2001).
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Le diabéte de type 1 est une maladie relativement rare et méme si elle est en légere
augmentation, c’est avant tout le DT2 qui fait peser la menace (Grimaldi, 2009) ; Mais les
connaissances épidémiologiques sur le DT1 ont beaucoup progressées depuis une
guinzaine d’années grace a la mise en place d'études internationales « collaboratives »
(Greenetal., 1992).

Une étude dans la région de Tlemcen (Ouest algérien) sur un échantillon de 7 656 individus
a révelé une prévalence du diabéte de type 1 de 3,7 %. La prévalence de diabéte globale de
14,2 %, les hommes (20,4 %) étant plus touchés que les femmes (10,7 %). Cette prévalence
globale est de 15,3 % en milieu urbain et de 12,9 % en milieu rural. Plus de 50 % des

diabétiques ont au moins un membre de leur famille atteint de la maladie (Zaoui et al., 2007).

Classe d’age Incidence annuelle/ Incidence annuelle/
100 000 enfants en 100 000 enfants en
1988 1997

0—-4ans 4,2 7,5

5-9ans 7,8 11,7

10-14 ans 10,3 14,5

15-19 ans 6,2 5,4

Tableau 1.1 Incidence du diabéte insulinodépendant chez I’enfant en Europe
(Bouhours-Nouet et al., 2005)

1.2 Histoire naturelle du diabéte de type 1

Les causes exactes du DT1 restent encore aujourd’hui mal connues. Selon le modele
traditionnel, le diabéte de type 1 est I'aboutissement clinique d'une cascade d'événements
immunologiques séquentiels survenant chez un individu génétiguement prédispose,
déclenchée par des facteurs environnementaux hypothétiques, aboutissant a terme a la

destruction compléte des cellules B (The EurodiabSubstudy 2 Study Group, 2000).

Le diabéete de type 1 se manifeste en deux phases distinctes (Mathis et al., 2001). Tout
d’'abord, les lymphocytes T spécifiques des cellules B sont activés et infiltrent les ilots de
Langerhans et deuxiemement, les lymphocytes activés, conjointement a d’autres leucocytes,

détruisent les flots de Langerhans, entrainant le diabéte clinique (Woo et al., 2004).

Etant donné que la phase préclinique est prolongée et que l'on a difficilement accés aux

tissus pancréatiques chez les étres humains, des modéles de rongeurs ont été utilisés pour
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étudier la pathogenése du diabéte. En particulier, des souris diabétiques non obéses ont
contribué a la compréhension de la pathogenése du diabéte de type 1lchez les étres
humains, étant donné qu’elles ont en commun de nombreux génes de susceptibilité et que
chez elles, la maladie a la méme nature multi-génique et évolutive que chez I'étre humain
(Delovitch et al., 1997).

1.2.1 Phase 1 : Insulite lymphocytaire

Pendant le développement des lymphocytes T, la plupart des lymphocytes Tauto-réactifs
sont éliminés dans le thymus, un processus appelé « sélection négative ». (Ohashi, 2002)
Cependant, certains échappent a la suppression thymique et migrent a la périphérie (Wooet
al., 2004).

Normalement, ces lymphocytes T auto-réactifs (dans ce cas, les lymphocytes T spécifiques
des cellulesp) ne sontpas capables d’envahir les flots de Langerhans. Ces lymphocytesT
doivent tout d'abord étre « activés » pour étre capablesd’envahir les ilots de Langerhans
(Matzinger, 2002). De plus en plus de données démontrent la présence d’événements au
sein des filots de Langerhans qui initient I'activation des lymphocytes T. Les flots de
Langerhans doivent tout d'abor« excréter » l'antigene dans le ganglion lymphatique
pancréatique sécrétant la lymphe localement. C’est un site ou les lymphocytes T peuvent

tout d’abord entrer en contact avec I'antigéne correspondant (Mathis et al., 2001).

Plusieurs données révelent que les cellules des flots de Langerhans sont dynamiques et se
renouvellent a un rythme lent pendant la vie (Bonner-Weir, 2001). Durant la période
néonatale, le renouvellement des cellules des flots de Langerhans est accru, de méme que

la mort physiologique des ilots de Langerhans ou I'apoptose (Woo et al., 2004).

Durant cette période de mort physiologique des filots de Langerhans, certains sujets
excrétent I'antigene des cellules B qui peut rencontrer les lymphocytes T spécifiques des
cellulesB. Dans des conditions particuliéres, probablement dictées par la constitution
génétique et lasusceptibilité d'un sujet, les lymphocytes T spécifiques des cellulesf peuvent
étre activés. Lorsque les lymphocytes Tsont activés, ils ont la capacité d’envahir les flots de
Langerhans (Turley et al.,2003 ; Trudeau JD et al., 2000).
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1.2.2 : Phase 2 : Destruction des cellules 8

Les lymphocytes T activés se différencient en cellules hautement spécialisées dotées de
caractéristiques distinctes.

Les cellules CD8+, appelées également les lymphocytes T cytotoxiques, ont la capacité de
tuer les cellulesBpar un contact direct via des récepteurs spéciaux (par exemple les

récepteurs Fas ou du facteur de nécrose tumorale [TNF]) (Woo et al., 2004).

En revanche, les cellules CD8+ ont la capacité de sécréter des médiateurs solubles appelés
cytokines (par exemple l'interféron [IFN] y, l'interleukine [IL] 18 ou IL6) qui sont al’origine de
la suppression directe des cellules $ ou fournissentdes sighaux pour que davantage de
leucocytes(par exemple davantage de lymphocytes T, des cellulesf, demonocytes et de
macrophages) migrent dans les ilots de Langerhans, créant une inflammation locale
massive. Les cellules CD4+ ont également la capacité de sécréter d'autres types de
cytokines (par exemple I'lL4 ou 'IlL10) qui entrainent principalement I'immunosuppression.
Les effets cumulatifs de ces forces opposées déterminent finalement le sort des ilots de
Langerhans (Mathis et al., 2001;Delovitchet al., 1997).

Facteur
environnemental
déclenchant
v Auto-immunié cellulaire (callules T)
Auto-mmunité humorale
ICA, 1AA, anti-GADgg, anti-lA,, etc.)
f; Perte de la phase précoce
.(% dinsulinosécrétion (HP1V)
=] Intokrance au glucose (HGPO)
D S 25 .
© | Prédisposition Insulite Début
§ génétique |_e_
AR clinique
g Prédiabéte 9

Temps >

Figurel.4 Histoire naturelle du diabéte sucré de type 1(Bouhours-Nouet et al., 2005)

ICA : anticorps anti-ilots de Langerhans

IAA : anticorps anti-insuline
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GAD : anticorps antiglutamate décarboxylase
IA2A : anticorps anti-tyrosinephosphatase
HGPO : hyperglycémie provoquée par voie orale

HPIV : hyperglycémie provoquée par voie intraveineuse.

PHASE 1 MARQUEURS GENETIQUES
PHASE 2 MARQUEURS D’AUTRO-IMMUNITE
PHASE 3 MARQUEURS METABOLIQUES

Tableau 1.2 Histoire naturelle du diabete de type 1 (Rodier, 2001)

L’histoire naturelle du diabéte de type 1 débute avec la présence d’'un terrain génétique
favorisant (ATCD familiaux, groupage HLA). A ce stade, le processus conduisant a la
maladie n'a pas encore débuté mais le risque de survenue du diabéte est déja présent.

La seconde étape est caractérisée par le démarrage de la réaction auto-immune et la
dégradation progressive de la capacité d'insulino-sécrétion.

Cette phase est infra-clinique car la masse insulaire restante est capable de maintenir une
glycémie normale.

La troisieme étape est marquée par I'hyperglycémie chronique et ses conséquences
clinigues (Rodier, 2001).

1.2.3 Facteurs de risques du diabéte de type 1

Des facteurs environnementaux et une prédisposition génétique contribuent a I'apparition du
DT1. Dans environ 40 % des cas, le diabete de type 1 apparait avant I'age de 20 ans. La
maladie varie en fonction de la localisation géographique, de I'age, du sexe, de l'origine
ethnique et de la période. Dans certaines régions du monde, en particulier dans les pays
scandinaves, on a noté une forte augmentation de l'incidence du diabéete de type 1 chez
I'enfant (Karvonen et al., 1999). Dans I'ensemble, le risque de développer le diabéte de type
1 avant I'age de 20 ans est de 1 sur 300. Il existe une augmentation mondiale de I'incidence
du diabéte de 2,5 a 3 % par année (Onkamo, 1999).
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1.2.3.1 Facteurs génétiques

Les facteurs génétiques jouent un réle important dans l'incidence de la maladie (Ide, 2003).

Il existe une prédisposition familiale au diabéte de type 1 puisque 6 a 10 % des malades ont
des antécédents familiaux de diabéete au premier degré soit une prévalence environ vingt fois
supérieure a celle de la population générale (Rodier, 2001).

La principale région génomique contrdlant cette prédisposition familiale qui est de 40% est
celle du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) qui code pour les glycoprotéines HLA
(humanleukocyte antigéne ) de classes | et Il. Cette partie du génome, localisée sur le bras
court du chromosome 6, joue un rble central dans les réactions immunes (fig.1.5) (Simon et
al.,2009). En effet plus de 90% des diabétiques type 1 sont porteurs des alleles du CMH de
classe Il a haut risque : DQ2 sur les haplotypes DR3 ou DQ4 sur les haplotypes DR4
(Dorman , 1997).

La participation du CMH dans la prédisposition du diabéte de type 1 a été montrée par la
comparaison des degrés de concordance pour la maladie dans la fratrie d'un sujet atteint. Un
individu HLA identique a son frere diabétique devient diabétique dans 15 a 25 % des cas
alors qu’un sujet semi identique ne le devient que dans 6 % des cas et qu'un sujet HLA
différent dans 1 % des cas seulement. (Rodier, 2001).

Les hétérozygotes DR3-DR4 ont un risque particulierement élevé de développer un diabéte
ce qui suggere un effet synergique de ces 2 alléles, avec un tau de 35% des DT1 qui sont
hétérozygotes DQ2/DQ8 (Dorman , 1997).

Plus récemment, grace aux progres réalisés dans le typage moléculaire du systeme HLA, les
molécules de classe Il HLA-DQ, codées dans une région du CMH en fort déséquilibre de

liaison avec DR, ont été impliquées (Rodier, 2001).

Les molécules DQb portant un acide aspartique a cette position (ASP 57+) ont un effet
neutre ou protecteur sur le risque de diabéte alors que celles qui portent un acide aminé
autre que l'acide aspartique (ASP 57-) prédisposent a la maladie (Simon et al.,2009).

La susceptibilité au diabéte de type 1 serait liée a I'effet conjoint de plusieurs genes CMH et
non — CMH (Rodier, 2001).

Par ailleurs, il a été remarqué depuis une quinzaine d’années qu’un pére diabétique de type
1 avait, par rapport a une meére diabétique de type 1, un risque 2 a 3 fois plus élevé de
transmettre cette affection a son enfant (environ 6% contre 2.5%) (Dahlquist et al., 1989),

Cette différence et expliquée non pas par un mécanisme génétique mais par une
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transmission d’anticorps protecteurs vis-a-vis du DT1 par le placenta puis par le lait maternel

(Simon D et al., 2009).

HLA

CLASSE Il CLASSE Il CLASSE |

o | v ] v | = =

DP DO DRB C E

Figure 1.5 Bras court du chromosome 6(Rodier, 2001)

Patient diabétique

Risque

Peére

Mere

Pére et mére

Frére ou sceur
Jumeau monozygote

6 % (pour son enfant)

2 % (pour son enfant)

30 % (pour leur enfant)

5 % (pour le frére ou la sceur)
33 % (pour son jumeau)

Deux personnes atteintes 30 %

Population générale

0,3 %

Tableau 1. 3 Risque absolu de diabéte pour un apparenté de premier degré d'un sujet

diabétique (Eisenbarth et al., 1994)

1.2.3.2 Facteurs liés a I'’environnement

La prédisposition génétique n'est pas seule responsable du diabéte de type 1 car la

concordance pour cette maladie chez les jumeaux monozygotes ne dépasse pas 40 %. Ceci

souligne le réle non exclusif de la génétique et la probable responsabilité de I'environnement

(Rodier, 2001).

Expérimentalement, le diabéte de type 1 peut étre induit infection virale chez les garcons

puisque la plupart des publications indiquent que l'incidence de ce dernier est légérement

plus élevée chez les garcons (Green et al., 1994). Chez 'homme, le role des virus est



Chapitrel. Revue de la littérature

12

suggéré par des observations de diabéte survenu au décours d’infections virales (oreillons,
rubéole congénitale, coxsackie B4, EBV, CMV, etc.) et par la recrudescence saisonniére des
nouveaux cas. L’hypothése avancée est celle d'un mimétisme entre la structure antigénique
de ces virus, contre laquelle se développent les anticorps, et celle des cellules B.
Cependant, les cas ou l'implication formelle de virus dans I'éclosion d’'un diabéte de type 1

restent anecdotiques(Rodier, 2001).

TERRAIN GENETIQUE ENVIRONNEMENT
(Virus, Toxines, Protéines)

\ /

AUTO-ANTIGENICITE
DE LA CELLULE B

F

REACTION AUTO-IMMUNE

&

DESTRUCTION DES CELLULES

Figurel. 6 Pathogénie du diabéte de type 1 (Rodier, 2001)

1.2.3.3 Facteursdiététiques

Chez les modéles animaux, diverses interventions diététiques peuvent moduler I'histoire
naturelle de la maladie. Chez 'homme, les premiers travaux suggérant linfluence de
facteurs nutritionnels sur l'incidence du diabéte de type 1 ont montré un lien entre la
consommation d’aliments riches en nitrosamines (composés toxiques pour les cellules ) ou

en nitrites, ou de nitrates contenus dans I'eau de boisson (Dahlquist, 1998).

La toxicité des nitrosamines a été avancée car il a été observé, en Islande, que les enfants
dont les meres ou les parents ont consommé de la viande de mouton fumée a la période de
la conception font plus souvent un diabéte de type 1 (Grimaldi, 2009).

Dans les pays scandinaves, il a été noté une prévalence plus élevée de diabéte de type 1
chez les nourrissons nourris au lait de vache que chez ceux qui étaient allaités par leur

mére. La démonstration de la présence au diagnostic d’anticorps anti-albumine bovine a fait
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suspecter un réle toxique de certaines protéines du lait de vache. En fait, une partie de la
molécule d’albumine bovine présenterait des analogies de structure avec certaines protéines

des cellules B et pourrait ainsi s’avérer immunogeéne (Rodier, 2001).

Sur la base d’'une corrélation positive entre consommation de lait de vache et prévalence du
diabéte de type 1, un intérét particulier a été porté au lien potentiel entre modalités
d’allaitement dans la petite enfance et survenue d'un diabéte de type 1. Cette association a
conduit a deux hypothéses : d'une part, un allaitement maternel suffisamment long (3 a 18
mois) pourrait protéger contre la survenue ultérieure d’'un diabéte de type 1 ; d’autre part,
I'introduction précoce de protéines du lait de vache, chez des sujets a risque génétique de

diabéte de type 1, pourrait constituer un facteur de risque (Knip et al., 1999).

Deux méta-analyses d’études rétrospectives ont confirmé une augmentation modeste (risque
relatif de 1,5) du risque de diabéte de type 1 chez les enfants non allaités par leur mére ou
de facon bréve. Le risque serait plus élevé chez les sujets porteurs des haplotypes HLA de
susceptibilité au diabete de type 1(Virtanen et al., 2000).

1.3 vitamine D et auto immunité
1.3.1 Définition de la vitamine D

La vitamine D est une vitamine liposoluble. Elle provient a 80-90% de la biosynthése
cutanée sous l'effet du rayonnement ultraviolet (St Arnaud et al., 2012) ou elle commence et
se termine au niveau rénal par I'hydroxylation en position 1, aprés plusieurs étapes
successives (fig. 1.7 )(Bacchettaa et al.,2010).La principale source de vitamine D est
'exposition aux ultraviolets B qui entrainent au niveau de I'épiderme la conversion du 7-
déhydrocholestérol en pré-vitamine D3, rapidement convertie en vitamine D3 native.
(Schoindreaet al.,2012). Les autres sources qui représentent 10 -20% sont exogénes via
'alimentation et la supplémentassions.A cet égard, elle se comporte plus comme une
hormone que comme une vitamine Le terme «vitamine » est imparfait, car les apports
alimentaires ne sont pas nécessaires si I'exposition solaire est suffisante (Tonson la Tour et
al., 2012).
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| 7 dehydrocholestérol |

l Ultraviolets

{ Prévitamine D3 |

1 Isomérase cutanée

Apports alimentaires I x = I
(D2 et D3) = Vitamine D3

125 hydroxylase hépatiQue

25 OH vitamine D3
24 hydroxylase IénaV Calcidiol. f e etk
24,25 OH, vitamine D3 | l 7 hydroxyfase rénale

1,25 OH, vitamine D3
Calcitriol, forme active

Figure 1.7 Les grandes étapes de la biosynthése de la vitamine D.
(Bacchettaa et al.,2010)

1.3.2Lesdeux formes vitaminiques

Le terme «vitamine D » inclut la vitamine D2 ou ergocalciférol, d'origine végétale et la
vitamine D3 ou cholécalciférol, d'origine animale, qui sont des sécostéroides
(Schoindreetal.,2012).Elle existe sous 2 formes principales: la forme de stockage
(25 OH vitamine D3 ou calcidiol) et la forme active (1-25 OH, vitamine D3 ou calcitriol)
(Bacchettaa et al.,2010).

La 1-25 OH, vitamine D3 est une hormone stéroide qui agit au niveau cellulaire aprés une
liaison initiale cytoplasmique au récepteur de la vitamine D (VDR) qui appartient a la
superfamille des récepteurs nucléaires, puis migration dans le noyau de la cellule et fixation
sur une séquence retinoic X receptor (RXR). L’hétérodimére ainsi formé se fixe sur
le vitaminDresponsiveelement (VDRE) et déclenche I'expression ou la répression des génes

cibles contrélés par la vitamine D (Holicket al., 2006).

Méme si classiguement, la 25 OH vitamine D3 est considérée comme une forme de
stockage sans activité biologique, il est important de noter que le VDR peut également se lier
a elle, avec cependant une affinité 3 fois plus faible qu’avec la 1-25 OH, vitamine D3 (St
Arnaud et al., 2003).
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1.3.3 La vitamine D et systéme immunitaire

Globalement, de nombreuses études expérimentales sont en faveur d'une inhibition de
immunité acquise et d’'une stimulation de I'immunité innée par la vitamine D (Saggeseet
al.,1989).

Les cellules dendritiques et les monocytes-macrophages expriment le VDR a I'état basal, les
lymphocytes T et B essentiellement a I'état activé (Mora et al., 2008).Les macrophages et
certaines cellules dendritiques possedent I'équipement enzymatique nécessaire aux deux
étapes d’hydroxylation de la vitamine D native, alors que les lymphocytes T activés et les

lymphocytes B n’expriment que la 1a-hydroxylase (Mora et al., 2008).

A la différence de I'enzyme rénale, la 1a-hydroxylase exprimée par les cellules du systéme
immunitaire n’est pas régulée par les paramétres du métabolisme phosphocalcique, mais par
des stimuli immunologiques comme linterféron-y (Arnsonetal., 2007). Le calcitriol produit
localement serait physiologiquement concentré dans le microenvironnement lymphoide et
agirait sur le systeme immunitaire de facon intracrine, autocrine ou paracrine (Mora et
al.,2008).

1.3.4 Vitamine D et cellules dendritiques régulatrices

Les cellules dendritiques, « sentinelles » du systéeme immunitaire, capturent I'antigéne en
périphérie, migrent vers les organes lymphoides secondaires ou elles initient la réponse
immunitaire primaire en présentant l'antigéne aux lymphocytes T naifs. Pendant leur
migration, elles subissent un processus de maturation augmentant leurs propriétés immuno-

stimulatrices (Adoriniet al.,2009).

On distingue les cellules dendritiques myéloides (M-DC) et les cellules dendritiques
plasmacytoides (P-DC), Les P-DC jouent un réle-clé dans le maintien de la tolérance
périphériqgue et sont considérées comme naturellement tolérogenes. Les M-DC sont les
cellules présentatrices d'antigéne les plus efficaces mais peuvent étre selon les conditions
immunogenes ou tolérogénes. Les M-DC tolérogénes se caractérisent par leur immaturité
relative, caractérisé notamment par une diminution de I'expression des molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe Il et des molécules de costimulation
comme CD40, CD80 et CD86, une diminution de la synthése d’'IL-12 et une augmentation de
la production d’IL-10 (Schoindre et al., 2012).
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Parfois considérée comme un simple inhibiteur de la différenciation et de la maturation des
cellules dendritiques, il a été montré par une approche transcriptomique que la
1,25(OH)2Dinduisait un programme transcriptionnel autonome en grande partie indépendant

de la différenciation et de la maturation (Szeles et al., 2009).

Lecalcitriol permet d’obtenir une réponse immunitaire a la fois systémique et muqueuse a la
vaccination. C’est en partie via cette action sur les M-DC que le calcitriol induit & partir de

lymphocytes T naifs la différenciation de lymphocytes T régulateurs (Adorini et al.,2009).

Le blocage de PD-L1 qui est une molécule capable d’'inhiber la costimulation, par les cellules
dendritigues modulées par le calcitriol, empéche la différenciation des lymphocytesT naifs en
lymphocytes T régulateurs sécréteurs d’IL-10 et induit leur différenciation en lymphocytes T
effecteurs de profil T-helper-1 (Thl) (Unger et al., 2009). il a été montré que seuls les
lymphocytes T régulateurs induits par les M-DC exposées au calcitriol, par opposition aux
lymphocytes T régulateurs induits par les MDC exposées a la dexaméthasone, étaient
spécifiques d’'un antigéne (Unger et al.,2009).

De méme, le calcitriol module la différentiation des lymphocytesT naifs en lymphocytes T
effecteurs en partie par le biais de son action sur les M-DC. La diminution de la synthése
d’IL-12 et d'IL-23 par les M-DC sous l'effet du calcitriol aboutit & un blocage de la
différenciation en lymphocytes Thl et Th1l7, considérés comme des chefs d'orchestre de
I'auto-immunité (Mora et al.,2008).

Enfin, il a été montré que les M-DC exposées au calcitriol entrainaient une anergie et

induisait 'apoptose des lymphocytes T autoréactifs (van Halteren et al., 2004).

1.3.5 Vitamine D et tolérance lymphocytaire T

Les MAI (maladies autoimmune) traduisent une rupture de la tolérance au soi. Parmi les
mécanismes impliqués dans la tolérance immunitaire, la tolérance lymphocytaire T est la
plus étudiée. La vitamine D intervient dans la tolérance lymphocytaire T a différents niveaux
(Schoindre et al.,2012).
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1.3.5.1 Vitamine D et tolérance centrale

Dans le thymus, la tolérance centrale repose, d’'une part, sur la délétion clonale des
lymphocytes T dont le TCR présente une trop forte affinité pour les peptides issus d'auto-
antigénes présentés par les molécules du CMH, et d’autre part, sur la différenciation de

lymphocytes T régulateurs naturels exprimant Foxp3 (Zanoni et al., 2011).

De nombreuses MAI sont associées a des polymorphismes de certains génes du CMH,
facteurs génétiques de susceptibilité prépondérants dans des maladies comme le diabéte de
type 1 (Israni et al., 2009).

I'expression de l'allele HLA-DRB1*15 est dépendante du calcitriol, ce qui n’est pas le cas des
autres alléles du gene HLA-DRBL1 contenus dans d'autres haplotypes (Ramagopalan et al.,
2009). Plus réecemment, une étude a trouvé un VDRE au niveau du promoteur de l'alléle
HLA-DRB1*0301 associé au risque de diabéete de type 1 (Israni et al., 2009 ).

'hypothése que chez les individus porteurs de I'haplotype HLA-DR2 ou de l'allele HLA-
DRB1*0301, une carence prolongée en vitamine D dans les premiéres années de la vie
entrainerait une diminution de I'expression de ces alléles dans le thymus, ce qui induirait une
perte de la tolérance centrale vis-a-vis de certains auto-antigénes, exposant a un risque

ultérieur d’auto-immunité (Israni et al., 2009 ; Ramagopalan et al., 2009).

1.3.5.2 Vitamine D et tolérance périphérique

La tolérance périphérique est destinée a contréler les lymphocytes T autoréactifs de faible
affinité ayant échappé a la sélection thymique. Elle repose schématiquement sur plusieurs
mécanismes, comme l'anergie, la délétion clonale, la modulation de la réponse effectrice
parfois appelée « déviation immune » et la différenciation périphérique de lymphocytes T
régulateurs (Zanoni et al., 201).

Plusieurs populations lymphocytaires T ont des propriétés régulatrices: les plus
emblématiques sont les lymphocytes T régulateurs exprimant Foxp3 dit « naturels » dérivés
du thymus, mais il existe également des lymphocytes T régulateurs exprimant Foxp3 dit
« adaptatifs », induits en périphérie a partir de cellules T naives, et des lymphocytes T

régulateurs exprimant I'lL-10 appelés Trl, également induits en périphérie (Buckner, 2010).

I semble que la suppression dépendante du CTLA-4 exprimé par les lymphocytes T
régulateurs exprimant Foxp3 soit essentielle pour maintenir la tolérance au soi (Wing et
al.,2010).
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Comme indiqué plus haut, les M-DC devenues « régulatrices » sous I'action de la vitamine D
sont capables d’'induire I'anergie et la délétion clonale des lymphocytes T autoréactifs (van
Halteren et al., 2004).

De méme, leffet du calcitriol sur la différenciation lymphocytaire T, linduction de
lymphocytes T régulateurs et l'inhibition des réponses Thl et Thl7, est souvent considéré

comme principalement médié par la modulation du phénotype des M-DC (Baekeetal., 2011).

Toutefois, il est désormais bien établi que le calcitriol exerce une action directe sur les
lymphocytes T, indépendante de son action sur les cellules dendritiques, notamment sur les
lymphocytes T activés dont I'expression du VDR est accrue par rapport aux lymphocytes T
naifs. Il a ainsi été montré que I'exposition de lymphocytes T CD4" activés au calcitriol
diminuait I'expression de cytokines pro-inflammatoires comme [linterféron-y et [I'lL-17,
cytokines effectrices des réponses Thlet Th17 respectivement, sans modifier la
prolifération, et favorisait en synergie avec I'lL-2 'émergence de lymphocytes T régulateurs
exprimant Foxp3 et CTLA-4 (Jeffery et al., 2009).

Par une approche transcriptomique sur des lymphocytes T activés exposés a un analogue
de la vitamine D en I'absence de cellule présentatrice d’'antigénes, un travail récent a pu
montrer que la mise en jeu du VDR diminuait la prolifération des lymphocytes CD4 et CD8,
réprimait la synthése d’interféron-y et d’IL-17, augmentait la synthése d’IL-10, diminuait
l'activation lymphocytaire évaluée par I'expression du CD69 et du CD40L, induisait des
lymphocytes T exercant des propriétés régulatrices via I'expression de CTLA-4 et modulait
I'expression de récepteurs aux chimiokines ayant pour effet de favoriser leur migration au

niveau des sites inflammatoires (Baeke et al., 2011).

Les données concernant I'impact du calcitriol sur la synthése d’IL-4 et in fine sur la réponse
Th2 sont en revanche contradictoires (Schoindre et al.,2012). La mise en évidence d'un
VDRE au niveau du promoteur du géne de l'interféron-y avait démontré que le calcitriol était

un régulateur transcriptionnel de la synthese de cette cytokine (Cippitelli et al., 1998).

Il a également été montré que le calcitriol, en combinaison avec la dexaméthasone, induisait
en I'absence de cellule présentatrice d’antigénes la différenciation de lymphocytes T naifs en
lymphocytes T régulateurs particuliers, sécrétant de I'lL-10 mais différents des lymphocytes

Trl précédemment cités (Adorini et al., 2009).
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1.3.6 Vitamine D et lymphocytes B

Un grand nombre de MAI se caractérisent par une hyperactivation lymphocytaire B et par la
production d’auto-anticorps. L'effet bénéfique dans les MAI de certaines biothérapies comme
le rituximab, dont I'action est médiée par la déplétion lymphocytaire B, ou le bélimumab,
agissant sur l'activation lymphocytaire B, illustrent le rdle central des lymphocytes B et
limportance de la modulation des lymphocytes B dans la prise en charge thérapeutique de

ces pathologies(Schoindre et al., 2012).

Le calcitriol diminue la prolifération des lymphocytes B activés qui expriment le VDR en
induisant leur apoptose, inhibe la différenciation plasmocytaire et par la-méme la sécrétion
d’lgG et d’IgM, ainsi que la génération de cellules B mémoire (Chen et al., 2007).

La vitamine D est également susceptible de moduler la réponse immune en augmentant

'expression d’IL-10 par les lymphocytes B (Heine et al., 2008).

Des effets indirects de la vitamine D sur les lymphocytes B via son action sur les cellules
dendritiques les cellules T CD4 sont vraisemblablement également en cause (Mora et al.,
2008). Il a été montré au cours du lupus systémique que I'exposition au calcitriol et a ses
analogues de cellules mononuclées du sang (PBMC) de patients présentant une maladie
active réduisait la différenciation lymphocytaire B et freinait la production d'immunoglobulines
G (IgG) polyclonales et d’lgG anti-ADN natif (Linker-Israeli et al., 2001).

1.4 Complément C3

1.4.1 Systéme du complément

Le systeme du complément est un ensemble de protéines qui participe auxmécanismes de
défense naturels de I'héte contre l'infection, au maintien ensolution et a I'élimination des
complexes immuns. Compte tenu des fonctionsdu systéme du complément, une exploration
de ces protéines est principalementindiquée pour le diagnostic et le suivi de maladie auto-
immune et pour rechercher des facteurs favorisants des infections (Frémeaux-Bacchiaet al.,
2012).Le systeme du complément comprend des protéines plasmatiqueset membranaires.
Certaines protéines participent al'activation du complément (par les voies classique, alterne,
des lectines ou finale commune) et la plupart d’entre ellesacquiérent leurs activités
biologiques séquentiellement encascade (Figure 1.8) (Walport2001). Un testfonctionnel du
systeme du complément : le CH50 (Complement hemolytic 50est effectué en premiére
intention, complété par un dosage du C3 et du C4par néphélémétrie. Ces trois analyses
permettent de diagnostiquer une activationdu complément et de préciser son mécanisme

mais aussi de dépisterun grand nombre de déficit complet. Si le lienentre les déficits en
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protéines de la voie alterne et les infections est connu delongue date (Frémeaux-Bacchia et
al., 2012).
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rf;
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Figure 1.8 Représentation schématique des voies d’activation du complément

(Frémeaux-Bacchia et al., 2012)

1.4.2 Structure du complément C3

C3 est une glycoprotéine sérique abondante (1,3 mg/ml) formée de deux chaines,a (110kDa)
et B(75 kDa), reliées par un pont disulfure (De Bruijn, 1985). La caractéristique sans doute la
plus importante de cette protéine réside dans sa capacité transitoire de se lier de facon
covalente a de nombreuses autres molécules. Cette liaison est par la suite stabilisée a
I'intérieur de la structure tridimensionnelle du C3 natif. Au moment de laformation de C3b,
c'est-a-dire lorsque C3 est clivé au cours de l'activation du complément ou paraction d'autres
protéases (trypsine, élastase, etc.), un changement de conformation dans la protéine
provoque l'exposition du thioester aux attaques nucléophiles permettant, en théorie, une

réaction avec les groupements -OH ou -NH2 (villier, 1995).
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Figurel.9Structure du complément C3 (villier, 1995).

1.4.3 Role du complément C3 dans I'immunité

La molécule C3 du complément a non seulement un réle centraldans le fonctionnement du
systeme complémentaire,mais elle tient aussi, en se liant de fagon covalente a lI'antigene,une
place trés importante dans la réponse immune (Erdei et al., 1991). Son clivage protéolytique
modifie la conformation de la moléculede maniére qu'un pont thioester intramoléculaire
serompt, permettant I'établissement d'une liaison covalenteavec des accepteurs tels que des
bactéries, des complexes immunset d'autres protéines. Le complexe fragment de
C3/antigénepénétre dans les cellules présentatrices de I'antigéneaprés liaison aux
récepteurs de C3, et la présence de fragmentsdu C3 modifie l'apprétement des peptides
antigéniques dans les endosomes (villier, 1995). Des modeles animaux déficientsen C3 ont
permis de montrer qu'il est impliqué dans la commutation IgM/IgG et a plusieurs niveaux de
la réponse immune: opsonisation, prolifération cellulaire, cytotoxicité et établissement de la

mémoire immunologique (Dierichet al.,1993).

1.5 Problématique

Le diabéte de type 1 est une maladie auto-immune correspondant a la destruction
progressive et sélective des cellules B des filots de Langerhans, qui normalement

synthétisent l'insuline, aboutissant & une carence absolue en insuline.

Récemment il a été constaté que le Lymphocyte B peut avoir un réle a jouer dans la réponse

inflammatoire et la présentation de I'antigéne au cours du DT1.

Par-ailleurs le lymphocyte B est pourvu de récepteurs pour la Vitamine D, appelé VDR

(Vitamine D Receptor).

A son tour le complément C3, a non seulement un rdle centraldans le fonctionnement du
systeme complémentaire, maisil tient aussi, en se liant de facon covalente a I'antigéne, une

place trés importante dans la réponse immune.
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A cet égard, je vais essayer de mettre en évidence la relation qui peut exister entre I'apport
en vitamine D et le complément C3 au cours du DT1, pour cela une étude rétrospective sera
réalisée chez des diabétiques de type 1 et chez des control sains, au niveau des différents

services du CHU service de médecine interne et services de pédiatrie.

1.5.1 Objectif de I'étude

Notre travail a pour objectif d’étudier la relation entre I'apport en vitamine D et le risque

inflammatoire du développement du diabéte de type 1.

1.5.2 Intérét de I'étude

Les données recueillis dans notre étude pourraient étre utiles en vue de montrer I'implication
de la vitamine D dans le processus inflammatoire du DT1et ainsicontribuer a mieux connaitre

la prévention du DT1 par la consommation de la vitamine D.
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Chapitre 2. Matériels et méthodes

2.1 Sujets et patients

il s’agit d'une étude prospective cas témoins effectuée sur 10 patients atteints de diabéte de
type 1 (6 masculins, 4 féminins ; age : 23.5) et 10 témoins sains (6 masculins, 4 féminins ;
age : 24), recrutés aux services de pédiatrie de médecine interne du centre hospitalier et
universitaire de Tlemcen et du centre de Sidi chaker de Tlemcen durant une période
printaniere de 3 mois allant du 10 Avril au 26 juin 2013, les caractéristiques

démographiques des diabétiques ont été enregistrées a I'aide d’un questionnaire.

2.2 Prélévements sanguins

Les préléevements ont été réalisés le matin (8 :30-10 :00), au niveau de la veine du pli du
coude. Le sang est collecté dans des tubes secs identifiés préalablement.

Les tubes ont été centrifugés apres quelques heures du prélevement a 1000g pendant 20
minutes et les sérums ont été transférés dans des tubes Eppendorf, puis congelés a -20°C

(Congélateur du laboratoire d’'Immunologie) jusqu’au moment du dosage.

2.3 Etude épidémiologique

2.3.1 Questionnaire individuel

La collecte d’informations des patients atteints du Diabéte de type 1 a été recueillie a I'aide
d'un questionnaire portant sur les paramétres épidémiologiques que sont I'age, le sexe,
I'indice de la masse corporelle (IMC), les parameétres environnementaéux qui sont la durée

d’exposition au soleil.

2.3.2 Enquéte alimentaire

L'objectif de cette enquéte rétrospective est de contribuer a la connaissance de I'alimentation
de la population étudié, de leur comportement alimentaire et leur habitude alimentaire. Elle
est réalisée en deux parties, le questionnaire de fréquence alimentaire et le rappel
alimentaire de 24 heures (Annexe c).

2.3.2.1 le questionnaire de fréquence alimentaire

A l'origine de nature qualitative, il s'agit d’estimer directement la fréquence de consommation

en divers aliments pour chaque individu enquété.



Chapitre 2. Matériel et Méthodes 24

2.3.2.2 Le rappel alimentaire de 24 heures

Le rappel alimentaire de 24 heures est fréiquemment utilisé pour estimer I'apport alimentaire
d’'un groupe d'individus. L'enquéteur formé demande au participant d’indiquer en détail les
aliments consommeés au cours des 24 heures précédant I'enquéte.

L’enquéteur note la description détaillée de tous les aliments et les boissons consommés de
méme que les quantités. Il note aussi le type de repas, les modes de préparation et de

cuisson des aliments, les marques de commerce et le lieu de préparation des repas.

2.3.2.3 Traitement des données

Apres le recueil des données, les aliments consommés sont convertis en énergie et en
nutriment par l'utilisation d’'un logiciel intégrant la composition des aliments consommés
(Nutrilog version 3.31). Les calculs pour la consommation moyenne en €lément nutritifs ont

été réalisés en utilisant la base de données alimentaire francgaise.

Ce logiciel permettra de connaitre : L'apport énergétique quotidien, la consommation

journaliére globale de protéines de lipides, et de glucides et I'apport en micronutriments.

2.4 Description des méthodes utilisées
2.4.1 Dosage de NOx par la méthode de Griess

Il ya plusieurs méthodes pour le dosage de NOx dans le sérum, y compris la méthode de
Griess. Elle est choisie dans cette étude, en raison de sa popularité au sein des travaux de

recherche actuels, sa simplicité, sa rapidité et son faible cout (Asgharetal., 2007).

2.4.1.1 Principe

Afin de déterminer la concentration de NO sérique, il faut d’abord mesurer le taux des
nitrates et nitrites(NOx), considérés comme produits dérivés de NO et marqueurs indirects
de sa formation in vivo.

Le sérum collecté est d’abord déproeinisé par une solution saline de TCA. Le surnageant
ainsi récupéré est additionné a du Vanadium Ill chloride qui a pour réle la réduction du

nitrate en nitrite selon la réaction suivante :
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Nitrate
NO3- » NO2

Cette étape est suivie par I'ajout du réactif de Griess qui absorbe le NO2 en formant une
coloration diazoiquerose.L'absorbance est ensuite mesurée a 520 nm et les concentrations
de NOx sont déterminées a partir d'une courbe d'étalonnage établie a I'aide du nitrate
sodique NaNO3 (Asgharetal., 2007).

2.4.1.2 Technique

1. Déprotéiniser le sérum par addition de 99uL de TCA (5%) a 11uL de sérum. Vortexer,
puis centrifuger (1000g/10min).

2. Dans un tube Eppendorf, mettre 100uL du surnageant récupéré de 'étape précédente et
100uL de Vanadium Il chloride(8mg/ml).

3. Ajouter 50uL du réactif de Griess. Une couleur rose est ainsi formée.

4. Incuber a 37°c pendant 30min.

5. les concentrations du NOx dans les échantillons de sérums sont ensuite déterminées a

partir d’'une courbe d’étalonnage établie par 0-150 ymol/L de nitrate sodique NaNo3.

Centrifugation 1000g/10mn récupération du sérum

2.4.2 Dosage de CRP par technique d'immunoagglutination (kit BIOSYSTEMS : C-
REACTIVE PROTEIN (CRP) — SLIDE , REF : 31012)

2.4.2.1 Principe
Le dosage de la CRP se fait a partir d’échantillon sanguin par une technique

d'immunoagglutination associée a des dilutions sériées de deux en deux, en utilisant des

anticorps anti-CRP fixés sur des particules de latex.
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2.4.2.2 Réactifs

-Particules de latex fixant des anticorps de type IgG anti-CRP humain (pH 8.2 azide de
sodium 0.95g/L).

-Contréle positif : sérum humain avec concentration de CRP>20 mg/L. azide de sodium
0.95¢g/L.

-Contréle négatif : sérum animal. Azide de sodium 0.95 g/L.

Les latex de CRP sont calibrés a la référence du matériel : 31012

Bt

Dosage de CRP par technique d’'immunoagglutinationkit BIOSYSTEMS

2.4.2.3 Procédure
2.4.2.3.1 Test qualitatif

50uL du sérum est mis sur un cercle de la plaque de test, une goutte de contrdle positif sur
un autre cercle, et une goutte de contréle négatif sur un troisieme cercle de la plaque de test.
Une goutte (50uL) de réactif CRP-latex est ajoutée sur les cercles de la plague de test.

Les gouttes sont mélangées par une strie, en utilisant toute la surface du cercle, et en
utilisant une différente strie pour chaque sérum, aprés un mouvement de rotation est réalisé
a la plaque ; ensuite I'agglutination est examinée pendant une période n’excédant pas les 2

minutes.
2.4.2.3.2Test semi —qualitatif

Des dilutions sériées de deux en deux sont réalisées a I'aide d’eau physiologique.
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Pour calculer la concentration de CRP dans la méthode semi-quantitative, on multiplie la

valeur de la grande dilution par le seuil de détection (6mg/L).

2.4.2.4 Interprétation des résultats

La présence d’agglutination indique une concentration de CRP supérieur ou égale a 6 mg/L.
Pour calculer la concentration de CRP dans la méthode semi-quantitative, on multiplie la

valeur de la grande dilution par le seuil de détection (6 mg/L).

2.4.3 Electrophorese des protéines par - Kit SEBIA HYDRAGEL PROTEIN K20
2.4.3.1 Principe

L'électrophorése des protéines du sérum ou d’autres liquides biologiques humains est une
analyse trés utile en laboratoire d’analyses cliniques pour rechercher les modifications de
profil protéique. Des techniques d’électrophorése de zone ont été développées sur différents
supports, chacun donnant un fractionnement des protéines sériques en fonction de leur
charge, dans un tampon de pH donné. L'agarose, d’utilisation tres facile, a été choisi comme
support. Il donne une séparation des constituants sériques humains en six fractions
majeures de mobilités différente : albumine, alpha-1 globulines, alpha-2 globuline, béta-1
globulines, béta-2 globulines et gamma globulines.

La technique HYDRAGEL PROTEN(E) K20 permet en particulier la s2parartion des fractions
B1 et B2. La fraction B1 correspond a la transferrine et aux béta lipoprotéines, la fraction 2

correspond au complément Cs. Chaque zone contient un ou plusieurs constituants sériques.

2.4.3.2 Réactifs

-Gel d'agarose (préts a I'emploi)
-tampon tris-Barbital (solution concentrée)
-Diluant colorant (solution concentrée)

-Décolorant (solution concentrée)
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2.4.3.3 Technique

a) Migration

Nous avons :

1. Posé le porte-applicateur HYDRAGEL K20 a plat sur la paillasse et relévé le chariot
porte-applicateur ;

2. Déposé 120 L d’eau distillée ou déminéralisée sur le plateau de porte-applicateur dans
le tiers inférieur du cadre sérigraphie ;

3. Sorti le gel de son emballage ;

4. Eliminé rapidement I'excés du liquide en surface, en effleurant le gel avec un papier filtre
fin ;

5. placé le gel (face orientée vers le haut) sur le plateau du porte- applicateur contre la
barrette, a I'intérieur du cadre sérigraphie ;

6. Donné un forme concave au gel et on le déroule sur le plateau jusqu'au contact de la
goutte d’eau qui doit se répartir sur toute la largeur du gel. On reléve Iégérement le gel pour
éliminer les bulles d’air éventuellement puis dérouler totalement le gel au contact du plateau.
La goutte d’eau doit s'étaler sous toute la surface du film ;

7. Abaissé le chariot du porte-applicateur jusqu’en position intermédiaire, la manette situé
sur le coté du porte-applicateur en position haute ;

8. Posé un applicateur a plat sur la paillasse, la numérotation vers le haut (puits) ;

9. Déposé 10 uL de sérum pur dans chaque puits. Le chargement de I'applicateur ne doit
pas excéder 2 minutes ;

-L’applicateur doit étre utilisé immédiatement apres le chargement ;

-Pour un dépbdt differe (8 heures maximum), placer I'applicateur dans la chambre humide
dents vers le haut (en manipulant I'applicateur par la protection en plastique), placer la
chambre humide au réfrigérateur et ne placer le gel sur le porte-applicateur HYDRAGEL K20
gu’au moment de ['utilisation ;

10. Eliminé la protection des dents de I'applicateur ;

11. Place I'applicateur en position n° 5 sur le porte-applicateur ;

12. Abaisse le chariot porte-applicateur jusqu’en butée, a l'aide de la manette du porte-
applicateur pour amener I'applicateur au contact du gel ;

13. Apres 40 secondes d’application, on tourne la manette du porte applicateur pour relever
I'applicateur et le jeter par la suite ;

14. Placé le gel dans la cuve d'électrophorese, selon la polarité indiqué sur le gel, bas du gel
coté cathodique ;

15. Branché la cuve au générateur ;

16. Apres migration, nous avons branché la cuve et sorti le gel.
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porte-applicateur HYDRAGEL K20
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Dépobt du sérum dans les puits de I'applicateur  Abaissement du chariot porte-applicateur

B). Fixation des protéines

Elle peut se faire de deux fagons : fixation & la chaleur ou 'aide de la solution de fixation.

Fixation a la chaleur (uniguement avec I'incubateur-sécheur IS 80 SEBIA) :

On séche le gel sous un air chaud a 80 °c dans l'incubateur-sécheur IS 80 jusqu’a séchage

complet (pendant 10 minutes minimum).

Fixation avec la solution de fixation :

1. On place le gel dans un portoir (fourni dans le kit accessoire HYDRAGEL K20 SEBIA) ;

2. On remplit un bac (fourni dans le kit accessoire HYDRAGEL K20 SEBIA) avec 150 mL de
solution de fixation ;

3. IMMERGE le gel dans la solution de fixation pendant 15 minutes ;

4. On sort le gel et le sécher sous I'air chaud a 80 °c dans l'incubateur -sécheur.

c) Coloration — Décoloration

1. On immerge le gel sec et refroidi dans la solution colorante pendant 4 minutes ;

2. On décolore dans trois bains successifs minimum de décolorant jusqu’a obtention d'un

fond parfaitement clair ;

3. Elimine I'excés de liquide en surface du gel avec un papier ouaté ou sécher le gel sous air

chaud a 80°c. Nettoyer le dos du gel (support plastique) avec un papier ouaté humide.
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Electrophoregramme

d) Lecture
La lecture a été faite a I'aide du logiciel d’interpretation d’electrophoregramme PHORESIS.
2.5 Traitement statistique

La comparaison de moyennes a été réalisée au moyen du test-t de Student. La relation entre
deux variables a été effectuée par le test de Pearson ou Spearman. Le logitiel SPSS 16.0 a
été utilisé pour I'ensemble des analyses et les valeurs de p < 0.05 ont été considérées
comme seuils de signification.
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Résultats et interprétations
1. Apport alimentaire en vitamine D chez la population étudiée

Lesrésultats de la comparaison entre patients atteint de diabéte de type 1 et contrbles pour

I'apport en vitamine D sont présent dans la figure 2.1.

Patients

Controles

0 0,5 1 1,5 2
Vitamine D (ug/j)

Figure 2.1 Apport alimentaire en vitamine D chez les malades diabétiques de
type 1 et chez les contrbles, sains. *p<0,01.

On remarque que le taux de I'apport en vitamine D est significativement faible p<0,01chez

les diabétiques de typel par rapport aux les contréles.

2. I'électrophorése des protéines

Lesrésultats de la comparaison destaux des fractions protéiques entre patients atteint de

diabéte de type 1 et contrbles pour I'apport en vitamine D sont présent dans la figure 2.2
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Figure 2.2. Taux des fractions protéiques chez les malades diabétiques de type
1 et chez les contrdles, sains. *p< 0,05, **p <0,01. NO: nitricoxide.

Le taux de l'albumine est significativement plus bas p< 0,05chez les patients par rapport aux
contrbles,les taux de de l'alpha 1 et le beta 1 chez les patients que chez les contrdles; on
remarque aussi que le taux de l'alpha 2 est significativement plus élevép< 0,05 chez les
patients par rapport aux contréles, le taux du beta 2 est aussi significativement plus élevé p

<0,01 chez les patients par rapport aux controles.

Le niveau du complément C3 chez les malades diabétiques de type 1 et chez les contréles,

sains ;sont présent dans la figure 2.3.
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Figure2.3. Niveaux du complément
C3 chez les malades diabétiques de
type 1 et chez les contrbles, sains.
**p <0,01.

Controles Patients

Sur cette figure on remarque que le niveau du complément 3 est significativement élevé

p<0,01 chez les patients par rapport aux contréles.

3. Monoxyde d'azote

Lesrésultats de la comparaison niveaux du NO entre patients atteint de diabéete de type 1 et
contréles pour I'apport en vitamine D sont présent dans la figure 2.4 ;ouon remarque que le
niveau de 'oxyde nitrique est significativement plus élevé p<0,01lchez les patients

diabétiques de type 1 par rapport aux témoins.
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Figure 2.4. Niveaux du NO chez les
malades diabétiques de type 1 et
chez les contrdles, sains. *p<0,01.
NO: nitricoxide.
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4. Protéine C-réactive

Lesrésultats de la comparaison concentrations sériques chez entre patients atteint de
diabéte de type 1 et contréles pour I'apport en vitamine D sont présent dans la figure 2.5

16 -
14 - -
1,2 -

1 - Figure 2.5. Concentrations sériques chez
les malades diabétiques de type 1 et
£08 - chez les contrdles, sains. **p<0,01. CRP:
C-reactiveprotein.

mg/L)
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® 06 -
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0 |
Controles Patients

La concentration sérique en CRP chez les patients est hautement significative p<0,01par
rapport aux contréles.
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Discussion

Le diabéte de type 1 est une maladie auto-immune chronique caractérisée par la destruction
progressive et sélective des cellules B pancréatique, qui entraine une carence profonde en
insuline. Le DT1 résulte dans la plupart du temps de linteraction entre les facteurs
génétiques et environnementaux (Aribi, 2008), a savoir que la nutrition et les infections
jouent un réle essentiel dans la manifestation de cette pathologie (Knipet al., 2010 ; Norris,
2010).

Cependant, des modes particuliers d’alimentation des jeunes enfants, ont été suspéctés
comme facteur précipitant I'expression de la maladie (Hennen, 2001). Fait important la
vitamine D est un nutriment immunomodulateur (Briot, 2009); des études épidémiologiques
ont montré que la supplémentassionsen vitamine D dans I'enfance réduit le risque de
développerun diabéte de type 1. Une étude finlandaise a montréquel’administration de 2 000
Ul de vitamine D/j & 10366enfants durant la premiére année de leur vie était associéea une
réduction du risque de diabéte de type 1 de 80 % (suivide 30 ans) (Hypponen, 2001).Par
contre L’hypovitaminose D est associée a une augmentation de l'insulinorésistance,a une

diminution de la production d’'insuline,et a I'apparition du syndrome métabolique (Chiu,2004).

L’électrophorése de zone sur gel d’agarose (B1, B2) donne une séparation des constituants
sérigues humains de six fractions majeurs de mobilités différentes au lieu de cinq : aloumine,
alpha-1, globuline, alpha-2 globulines, beta-1 globulines, beta-2 globulines et gamma

globulines (Szymanowicz, 2006).

La fraction B1 correspond a la transferrine et aux béta-lipoprotéines, la fraction (32
correspond au complément C3. La fraction béta-2 globulines (le complément C3) et la

fraction des gammaglobulines (Szymanowicz, 2006).

La fraction béta-2 globulines résultant de [I'électrophorése de zone sur gel d’agarose
renferme les fractions du complément C3 et C4 et les IgA largement prépondérantes

(Szymanowicz, 2006).

Cette zone est augmentée modérément dans les hypercomplémentémies d’origine
inflammatoire ou secondaire a une obstruction biliaire intra ou extra hépatique. Une
diminution sera associée a une hypocomplémentémie (sérum vieilli, consommation du
complément,présence d’'un C3 Nef-anticorps anti C3 ou rare déficit en C3).Signalons aussi la
possibilité de déformation de cette zone par la présence d’'une immunoglobuline
monoclonale IgA le plus fréquemment mais qui pourra aussi étre d’'un autre isotype. Dans la

zone des début des gamma peut migré le fibrinogéne, forment un épaulement aprés le pique
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des béta-2 [llorsque la coagulation invitron'a pas été possible ou pas compléte

(Szymanowicz, 2006).

La fraction gammaglobulines: Elle correspond aux immunoglobulines (lg)
prépondérenteslgG,IgA et IgM et celles de tres faibles concentrations de classe IgD et IgE
(Szymanowicz, 2006).L’'observation de cette zone est tres importante et toute anomalie
significative devra étre clairement signalée pour effectuer des examens complémentaires

(Szymanowicz, 2006).

Il faudra rappeler que I'inflammation est un mécanisme de défense extrémement important.
Activé de facon ponctuelle, ce mécanisme est d'une efficacité redoutable. Cependant,
lorsqu’il est activé trop longtemps, il s'emballe et cause des dommages cellulaires parfois
irréparables (Labbé, 2009).La réponse inflammatoire débute lorsque les cellules du tissu
|ésé libérent des signaux chimiques, les médiateurs de [linflammation, qui activent
'endothélium interne des capillaires proches et attirent les leucocytes (neutrophiles,

monocytes, macrophages) vers le site de l'infection (Coleman, 2001).

La CRP (protéine C-réactive ) est une des deux protéines de la phase aigie de
'inflammation. Synthétisée a des taux élevés par les hépatocytes en réponse a la production
locale de cytokines pro-inflammatoire, comme [I'IL-1 et I'lL-6 suite a une agression
antigénique ( Dayer, Bayer, 2006). C’est un pentamére composé de sous unités identiques,
qui font partie de la famille protéinique des pentaxines. Elle se lie a la phosphorylcholine des
lipopolysaccharides de parois bactériennes et fongiques qui amplifient la fixation du
complément & la surface de pathogéne et disparait plus tard lors de la formation d’anticorps (
Parham, 2003).

Le NO est impliqué dans de nombreuses fonctions immunes, ou il agit comme une molécule
stimulatrice du systeme immunitaire et régulatrice de la synthése de cytokines
proinflammatoires par les monocyte/macrophage (Baker et al.,2009). Il régule aussi la

migration des polynucléaires neutrophiles lors de l'inflammation(Tadiéet al.,2009).

Par ailleurs le monoxyde d’azote (No) est un important médiateur physiologique, notamment
pour la vasodilatation des vaisseaux sanguins, mais aussi pour le systéme immunitaire ou il
joue un réle second messager. Aussi les effets des oxydes d’azotes (Nox) sur le systeme
immunitaire correspondent notamment a une atteinte de l'intégrité de I'immunité humorale et
cellulaire (Aribiet al., 2012).

Une étude ressente (Aribi et al.,, 2012) a montré que le taux du No sérique est

significativement plus élevé chez les diabétique de type 1 comparé aux contrdles, ce qui



Chapitre4 Discussion 37

concorde avec nos résultats figures 2.4 , et qui indique la présence d’'inflammation chez les

diabétiques de type 1.
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Conclusion

Les connaissances sur le métabolisme de la vitamine D ont énormément progressé ces
derniéres années. Il est désormais établie que la vitamine D agit comme une hormone, via
un récepteur nucléaire, son action est ubiquitaire, et concerne plusieurs et différents tissus.
Les conséquences constatées en termes cliniques suggérent un effet protecteur de la

vitamine D vis-a-vis de plusieurs maladies.

Les résultats de notre présente étude ont apportés une association entre apport en vitamine
D et le risque inflammatoire du développement du diabete de type 1. De plus, I'analyse des
résultats obtenus des différents dosages effectués montre qu’il y a une inflammation chez les
diabétiques de type 1.

Malgré I'analyse de notre étude, il est difficile de dégager une relation claire entre I'apport en
vitamine D et I'incidence du développement du diabéte de type 1.Une étude de plus grande

ampleur serait souhaitable afin de confirmer ces résultats.

Une alimentation doit rester équiliborée pour apporter a l'organisme tous les nutriments
nécessaires capables d’aider a la prévention des risques de santé la qualité des nutriments
et tout aussi importante que leur quantité. L’alimentation n’apporte que 100 a 200 Ul de
vitamine D par jour c’est la synthése cutanée qui est la principale source de la vitamine D3,
sous l'action d'un rayonnement UVB (290 a 315 mn), des recommandations de bonne
pratique pourraient donc étre établies, afin de faciliter et améliorer la prise en charge des
patients atteints de diabéte de type 1.

Toutefois, les liens entre le régime alimentaire et le risque du diabéte de type 1 sont
complexes et des recherches additionnelles seront nécessaires afin d’établir 'importance du

régime alimentaire et les facteurs d’ordre diététique les plis importants.

Le travail que nous avons réalisé est le prologue pour d’autres travaux et investigations qui

pourraient apporter un éclaircissement sur le diabéte de type 1.
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Annexe 2
QUESTIONNAIRE
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Y= Vo PRSP UP PP PP
Malade : (hospitaliSé)..........ccoviviviiiiiiiiiieenn, , (@ambulatoire)..........cooii i
N° dU dOSSIEN METICAL .. .. ittt e e e et e et et e e e e e eraee e

1. DONNES DEMOGRAPHIQUE ET ASPECT PHYSIQUE :

1.1. DONNEEES DEMOGRAPHIQUES :

1.2. ASPECT PHYSIQUE :

(O] 101 0] 11 0 P
ODESILE : (OUI) +ue et e e JNON) .
Troubles neurologiques (OUI).......c.vvvvveiiiiiiie e, (NON). e,

Greffé & (OUI) ... (NON) et

2. DIAGNOSTIQUE :

2.1. HISTOIRE DE LA MALADIE ET DIAGNOSTIQUE CLINIQUE :
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Symptémes précédent [e diagNOSIQUE ©........oieiiiie e e e
Acidocétose ou une réaction a I'insuline : (OUi)..........ccoviiviiiiiennnnnn. ;(non)..
Date de la premiére injection de I'iNSUlINE :..... ...t e ,
OSES et tYPE A'INSUIINE ... ..ttt e e e e e e e e e e e e et e et e
Habitude alimentaires : (riche en glucide).................. , (riche en lipides)..........cccoeveiiennnne, ,
(riche en protéines).................. J(équilibrée) :.......c.ooiiiiiiiii
Intolérance a un aliment PartiCUlIEr..........o.ouiie i e
Avez-vous I'habitude de sauter un repas ? (OUI)........ccovveviievinnennnnn. [(200]0) P
votre habitude alimentaires sont elles influencées par votre état physique ? (oui)...... (non)
Prenez vous des suppléments alimentaires ? (OUi)..........coovevvvieiennnn. (non).....cccovvvvnennnn.
LS QUEIS 2 ettt e e e e e e e e e e
Habitez vous dans un endroit : (humide).............c.cceiieinnnin (ensoleillé) .......cccooeeeiiiinns
Pendant combien de temps exposez vous au soleil par jour ? : 5mn ............ 10mn..............
15mn............ 30mn..............
TabagisSme : (OUI).......ovvveiieiiie e e e (NON) ..
AlcooliSME : (OUI)....cveie e e e, L (NON) .
SEESS 1 (OUI) i e e e L (NON) .
INFECHION & (OUI)... v e L (NON)
Inflammation : (OUI).......ovvviiiii e, L (NON) .,
Problémes particuliers : (OUI)..........coooveviiiiiiiiininnen (NON). e e
LS QUEIS 2 ittt e e e e e e e e

2.2. HISTOIRE DU DIABETE DE TYPE 1 DANS LA FAMILLE :

Nature de la parenté : (premiére degré) ...........coevvevevenenne. (collatérale).........coovvvvuinnennnnn.
Sexe : (MAasCUliN).... ..o (féminin)..........coooeii
e r= Ve 1o = o 111 TP
[DL<Tot=To [T (o 10 ) P PP (non)...

ANNEXE C
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Pr. Z MASSEN- Service de Pédiatrie ,Pr. MS KENDOUCI-TANI- Service de Médecine Interne -CHU-
TLEMCEN. Code :

Pr. M. Aribi. Laboratoire de biologie moléculaire appliquée et d'immunologie nouveau-pole

Université de TLEMCEN.
Enquéte diététique d’évaluation de la consommation alimentaire quotidienne.

Etude prospective dans la région de TLEMCEN.

Patient : M né(e) le:

Le: /[ Menu précis Quantités

Petit déjeuner
Lieu :

Heure :

Pensez aux boissons

Matinée

Lieu :

Heure :

Pensez aux boissons

Déjeuner
Lieu :
Heures

Pensez aux graisses d’ajout au
sel et aux boissons.
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Le: / [

Menu précis

Quantités

Aprées —midi
Lieu :
Heure :

Pensez aux boissons

Diner
Lieu :
Heure :

Pensez aux graisses d'ajout
au sel et aux boissons

Soirée et nuit

Lieu :

Heure

Pensez aux boissons




Le r6le immuno-régulateur de la Vitamine D au cours du diabéte de type 1
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ABSTRACT

Le diabete de type 1 est la conséquence de la destruction spécifique des cellules B des filots
pancréatiques par un processus auto-immun.les effets extraosseux de la vitamine D sont de
mieux en mieux documentés notamment I'effet sur I'immunité, comme son action sur les
cellules dendritiques, lymphocytes T et D, et les maladies auto immunes.

Etudier la relation entre I'apport en vitamine D et le risque inflammatoire du développement du
diabéte de type 1.

Montrer I'implication de la vitamine D dans le processus inflammatoire du DT1.

Au total, 20 sujets repartis en deux groupes égaux, comprenant 10 diabétiques de type 1 et 10
sujets sains ont été recrutés dans cette étude.

Les résultats de notre étude ont apportés une association entre apport en vitamine D et le
risque inflammatoire du développement du diabéte de type 1. De plus, I'analyse des résultats
obtenus des différents dosages effectués (No, CRP, C3), montre qu'il y a une inflammation
chez les diabétiques de type 1.

Nos résultats préliminaires ne permettent pas de conclure a un réle clef de la Vitamine D dans
le processus inflammatoire du diabéte de type 1, mais cette étude permettra d'envisager de
nouvelles perspectives de recherches et donc une nouvelle stratégie thérapeutique du diabéte
de type 1.

DT1, vit D, Lymphocytes T, Lymphocytes B, VDR,NOx,CRP ,C3,inflammation.

Introduction

Objectif

Aim

Materials and

The type 1 diabetes (DT1) is the result of the specific destruction of pancreatic islet 8 cells by a
self-immun.Les process extraskeletal effects of vitamin D are better documented, especially
the effect on immunity, as its action on dendritic cells, T and B lymphocytes, and autoimmune
diseases.

Studying the relationship between vitamin D and inflammatory risk of developing type 1
diabetes.

Show the involvement of vitamin D in the inflammatory process of DT1.

A total of 20 subjects divided into two equal groups, including 10 with type 1 diabetes and 10

Methods healthy subjects were enrolled in this study.

Results The results of our study have made an association between vitamin D and inflammatory risk of
developing type 1 diabetes. In addition, analysis of the results of the various assays performed
(No, CRP, C3) shows that there is an inflammation in type 1 diabetes.

Conclusion Our results do not suggest a key role of vitamin D in the inflammatory process of type 1
diabetes, but this study will consider new research perspectives and therefore a hew
therapeutic strategy for type 1 diabetes.

Keywords DT1, vitamin D, T cells, B cells, VDR,NOx,CRP,C3 , inflammation.
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