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INTRODUCTION

Les recherches menées depuis les travaux pion-
niers de feu notre collegue Willy Gepts en 1965 (1)
ont établi que le diabete de type 1 (appelé autre-
fois diabete juvénile, ou encore diabéte insulino-
dépendant) résulte d’un processus auto-immun
sélectif entrainant une inflammation (insulite),
puis une destruction des cellules £ insulino-sécré-
trices des ilots de Langerhans pancréatiques (2).
Le diabéte de type 1 représente environ 15 % de
tous les diabétes sucrés et sa prévalence moyenne
en Europe est de 1 sur 400 individus. Son incidence
en Belgique est de *+ 8 nouveaux cas par an pour
100 000 personnes, et cette incidence est cinq a six
fois plus élevée dans les pays scandinaves. L'age
du pic d’incidence se situe dans la tranche de 10 a
14 ans.

1. L'apparition d’un diabete de type 1 nécessite
I'intervention de trois types de facteurs: la ré-
ponse auto-immune sélective des cellules 3 ré-
sulte d’une perte ou d’une absence de la tolé-
rance naturelle du systéme immunitaire vis-a-
vis de ces cellules,

2. une prédisposition individuelle est déterminée
par la balance entre alleles génétiques de sus-
ceptibilité et de protection vis-a-vis du diabete
de type 1,

3. T'absence de compléte concordance de la mala-
die (celle-ci est de + 40 %) chez les jumeaux ho-
mozygotes, I'augmentation de l'incidence du
diabete de type 1 relevée au cours des dernie-
res années, le gradient Nord-Sud de cette inci-
dence, ainsi que la fréquence plus élevée de son
apparition entre octobre et mars constituent
autant d’arguments pour une influence exer-
cée par I'environnement (virus, alimentation,
stress...) sur 'apparition de cette maladie.
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PARAMETRES DE LA REPONSE
AUTO-IMMUNE DIABETOGENE

Les trois auto-antigénes majeurs du diabete de
type 1 sont I'insuline, I'isoforme de 65kDa de la
décarboxylase de I’acide glutamique (GAD®65), et
la tyrosine-phosphatase I1A-2 (3). Il convient de
souligner que I'insuline est le seul auto-antigene
spécifique de la cellule 3. Les auto-anticorps anti-
insuline, GADG65 et IA-2 ont une valeur diagnosti-
que indéniable en tant que marqueurs de la réac-
tion auto-immune dirigée contre les cellules £s. Plus
de 90% des diabétiques récents posseédent des an-
ticorps contre un ou plusieurs auto-antigenes. Leur
valeur prédictive est aussi reconnue et ces auto-
anticorps peuvent étre détectés plusieurs années
avant I'apparition des signes cliniques de la ma-
ladie. La présence d’auto-anticorps contre plu-
sieurs antigénes a plus de valeur qu'un titre élevé
d’anticorps contre un seul auto-antigene. Ainsi, si
un individu possede les trois types d’auto-anti-
corps, il présente un risque 80 fois plus élevé de
développer un diabete de type 1. La combinaison
d’alleles HLA de susceptibilité (voir plus loin) et
d’auto-anticorps accroit encore cette valeur pré-
dictive. Cette derniere est tres utile pour les pro-
tocoles d’études cliniques de prévention du dia-
bete de type 1 étant donné sa faible prévalence (4).

Il est admis aujourd’hui que la valeur patho-
gene des auto-anticorps du diabete de type 1 est
faible, et que les agents effecteurs de la destruc-
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tion des cellules £ sont surtout les lymphocytes
T CD4+ et CD8+. L'étude de la réponse immu-
nitaire cellulaire se heurte toutefois a I’extréme
difficulté d’identifier les cellules T dirigées con-
tre les épitopes des auto-antigenes liés au dia-
beéte de type 1. En effet, ces cellules T auto-réac-
tives ne représentent qu'un pourcentage tres
faible des cellules T périphériques. L'utilisation
de techniques d’'immuno-analyses plus sensibles
(Elispots, tétrameres d’épitopes T complexés
avec des molécules du complexe majeur d’his-
tocompatibilité [CMH] de classe I et II) devraient
conduire a des progres importants dans 1’étude
de la réponse cellulaire T impliquée dans le dia-
bete de type 1.

ROLE DU THYMUS DANS
L’ETABLISSEMENT DE LA
TOLERANCE CENTRALE A
LA FAMILLE DE L'INSULINE

Le thymus est le seul organe lymphoide res-
ponsable de la génération d’une diversité de
cellules T a la fois tolérantes aux antigenes du
soi et compétentes vis-a-vis des antigenes in-
fectieux. Le thymus assure cette fonction
tolérogéne centrale par 1’élimination (délétion
clonale) ou I'arrét du développement des cel-
lules T réactives au soi émergeant au cours de
la recombinaison aléatoire des segments de
genes codant pour les parties variables du ré-
cepteur a I’antigene (TCR). Ce processus fon-
damental pour l'intégrité de I’organisme ré-
sulte de la présentation dans le thymus d’an-
tigenes du soi par les protéines du CMH. Le «
filtrage » exercé par le thymus est tres puis-
sant car, sur cent progéniteurs T migrant dans
cet organe depuis les foyers d’hématopoiese
primitive (foie fcetal, puis moelle osseuse),
deux lymphocytes T seulement le quitteront
dans un état de tolérance et de compétence vis-
a-vis du non soi. De plus, le thymus assure la
génération de cellules T « régulatrices » (Tr),
spécifiques d’antigenes du soi, capables
d’inactiver en périphérie les cellules T self-
réactives ayant échappé au filtre thymique (5).
Les recherches que nous menons depuis 1986
ont établi qu'un répertoire de genes apparen-
tés a différentes familles neuroendocrines est
transcrit dans le compartiment stromal (non
lymphocytaire) du thymus. Les précurseurs
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encodés par ces génes exercent un double role
dans la différenciation selon leur mode
d’apprétement (« processing »). Comme
source de ligands neuroendocrines classiques,
ils interviennent dans la régulation du déve-
loppement des lymphocytes T. Les mémes
précurseurs sont aussi la source d’antigénes
du soi neuroendocrine qui, apres présentation
par les protéines thymiques du CMH, peuvent
conduire a la délétion par apoptose (ou a
I'inactivation) des cellules T réactives au soi
émergeant au hasard de la recombinaison
dans le thymus des segments variables du
TCR (fig. 1). La nature du soi neuroendocrine
correspond au membre dominant d’une fa-
mille présenté dans le thymus et, de maniere
générale, aux séquences peptidiques de cette
famille les plus conservées au cours de son
évolution (6-8).

Nous avons lancé en 1993 un programme de
recherches destiné a explorer une nouvelle hy-
pothése selon laquelle les cellules T seraient édu-
quées a reconnaitre et a tolérer la famille de I'in-
suline au cours de leur différenciation dans le
thymus. Le facteur de croissance apparenté a l'in-
suline de type 2 (IGF-2) a été identifié comme le
membre dominant de la famille de I'insuline ex-
primé dans I'épithélium thymique de différen-
tes especes, y compris chez ’homme. Depuis lors,
les travaux menés a Liege et par différentes équi-
pes ont montré que tous les genes de la famille
de l'insuline (INS, IGF1 et IGF2) sont transcrits
dans le thymus selon une topographie cellulaire
précise et une hiérarchie dans leur niveau d’ex-
pression: IGF2 (épithélium thymique sous-cap-
sulaire, cortical et médullaire) > IGF1 (macropha-
ges thymiques) >> INS (épithélium thymique de
la médulla) (9-12). Comme la tolérance a une
protéine est proportionnelle a son niveau d’ex-
pression dans le thymus (13), cette hiérarchie
permet d’expliquer le pouvoir immunogene im-
portant de I'insuline (et des épitopes dérivés de
cette derniere), la prévalence élevée d’auto-anti-
corps et de cellules T anti-insuline dans la popu-
lation générale, et aussi pourquoi la tolérance a
I'IGF-2 est si difficile a briser lors d’'immunisa-
tion active avec cette protéine. Malgré son faible
niveau d’expression dans le thymus, INS contri-
bue néanmoins a la tolérance des cellules £ puis-
qu’il a été récemment montré que le diabeéte ap-
parait plus vite chez des souris NOD croisées
avec des souris Ins27/~ (14).
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Figure 1 — Le double rdle exercé dans le thymus par les genes/précurseurs des antigenes du soi neuroendocrine.

Les précurseurs encodés par les génes neuroendocrines sont la source de deux types différents d'interactions avecles cellules T immatures.
(1) 1Is sont la source de ligands, qui ne sont pas sécrétés mais ciblés a la surface externe de la membrane plasmique de cellules thymiques
présentatrices d’antigenes (CPA : cellules épithéliales thymiques [TEC], cellules dendritiques [DC] et macrophages [MF]). Ces ligands se
lient a des récepteurs neuroendocrines des cellules T ce qui aboutit a I'activation de voies transductrices comme une augmentation des
triphosphates d’inositol (IP3) et la phosphorylation de kinases de ’adhésion focale (FAK). (2) Les mémes précurseurs subissent un
apprétement en antigeénes du soi qui sont présentés par, ou en association, avec les protéines thymiques du CMH. Cette présentation
conduira a la délétion clonale ou a I'arrét du développement des lymphocytes T exprimant un TCR dirigé contre les différentes associations

CMH-antigenes du soi neuroendocrine.

ORIGINE DU DEVELOPPEMENT DE
L'AUTO-IMMUNITE DIABETOGENE :
RUPTURE DE TOLERANCE
PERIPHERIQUE OU ABSENCE DE
TOLERANCE CENTRALE?

Malgré I'identification des trois auto-antigenes
majeurs impliqués dans le diabeéte de type 1, I'ori-
gine de la réponse auto-immune sélective de la
cellule 8 demeure une énigme. Pendant long-
temps, I'idée fut que cette réponse dépendait d'une
rupture de la tolérance périphérique du systeme
immunitaire vis-a-vis des auto-antigenes 3. Cette
rupture pouvait résulter d'un phénomene de «
mimétisme moléculaire » entre une séquence
d’une protéine virale et celle d'un auto-antigene
dela cellule 8. Un autre mécanisme impliqué était
I'effet « bystander », cad une infection des cellules
{3 par un virus a tropisme particulier pour ces der-
nieres, suivie de leur lyse et de la libération d’auto-
antigenes susceptibles d’activer des cellules T in-
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tolérantes vis-a-vis de ces auto-antigenes. Ces
mécanismes reposaient sur un postulat de base, a
savoir que les auto-antigenes de la cellule £ étaient
séquestrés vis-a-vis des cellules T au cours de I'éta-
blissement de la tolérance centrale pendant leur
différenciation dans le thymus. Cette conception
d’une séparation topographique entre cellules 3
et cellules T en développement dans le thymus a
aujourd’hui disparu depuis qu’il a été démontré
que le parenchyme thymique est le siege de la
transcription de genes apparentés a plusieurs fa-
milles neuroendocrines et de génes encodant des
précurseurs d’antigenes tissulaires périphériques.

L’étape suivante fut de vérifier 'hypothése que
le développement d"une réponse auto-immune
spécifique de la cellule 88 résulterait d’une
dysfonction thymique dans l'induction de la tolé-
rance centrale vis-a-vis de cette population cellu-
laire. Cette hypotheése avait déja été avancée par
Burnet il y a de nombreuses années (15), et s’ap-

puyait depuis lors sur une série d’arguments ex-
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périmentaux. Une thymectomie néonatale pré-
vient I'apparition du diabéte auto-immun chez le
rat BB, un des deux modeéles animaux avec la sou-
ris NOD du diabéte de type 1 humain (16). La
greffe de thymus ou méme d’épithélium thymi-
que de la souris NOD induit une insulite et une
sialite chez les souris receveuses (17, 18). La trans-
cription des genes de la famille de I'insuline a été
étudiée dans le thymus de rats BB susceptibles
(BBDP) ou résistants (BBDR) au diabéte. Les trans-
crits de Ins et d’Igf1 ont été détectés dans tous les
thymus de rats BBDP et BBDR. En ce qui concerne
I'Igf2, ses transcrits ont été détectés dans tous les
thymus de rats BBDR, mais ils étaient absents dans
le thymus de plus de 80 % des rats BBDP étudiés,
en étroite concordance avec I'incidence du diabete
chez les rats BBDP (86 %). Ce déficit de transcrip-
tion d’Igf2 était spécifique du thymus car les ARN
messagers d’Igf2 étaient détectés dans le foie et le
cerveau des rats BBDP (19, 20). Aujourd’hui, de
plus en plus d’observations accréditent ce nouveau
concept que le développement de la réponse auto-
immune diabétogene résulte d'une dysfonction
thymique et d"une absence d’installation de la to-
lérance centrale vis-a-vis de la cellule £ au cours
du développement intra-thymique des lympho-
cytes T (21-25).

FACTEURS GENETIQUES

Le «balayage » du génome humain du génome
humain a permis d’identifier au moins dix-huit
loci génétiques IDDM1 a IDDM18) en étroite as-
sociation avec le diabéte de type 1 (26, 27).

IDDM1 est le locus le plus fortement associé et
correspond au locus du CMH HLA-DQB. La fonc-
tion essentielle des molécules HLA de classe I et
de classe II est de présenter les épitopes
antigéniques, respectivement aux cellules CD8 et
CDA4. C’est ce que I'on appelle la restriction anti-
génique par le CMH. Les alleles de susceptibilité
majeure au diabete de type 1 de cette région sont
HLA-DQS8 (combinaison d"une chaine a encodée
par DQAI*0301 et d"une chaine 8 encodée par
DQB1*0302) et HLA-DQ2 (combinaison
DQA1*0501 et DQB1*0201). En théorie, les protéi-
nes HLA de classe I présentent des antigenes dé-
rivés de protéines endogenes, tandis que les mo-
lécules de classe II présentent des antigenes déri-
vés de protéines exogenes, notamment infectieu-
ses. C’est pourquoi il fut longtemps difficile d’ex-
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pliquer la relation entre une protéine endogene
comme l'insuline et la susceptibilité majeure au
diabete de type 1 située dans la région du CMH
de classe II. Toutefois, ce probleme a été résolu
lorsque les dernieres études du regretté Don Wiley
(Harvard) ont montré par cristallographie qu'un
épitope dominant de l'insuline (la séquence Ins
B9-23) est capable de se loger dans la poche de
présentation des molécules DQS8 et DQ2.

Le locus IDDM2 est situé hors du CMH/HLA
et correspond a une zone de polymorphisme im-
portant appelée VNTR (pour « variable number
of tandem repeats »). On distingue ainsi les alle-
les VNTR de classe I courts formés de 20-63 répé-
titions de 14-15 paires de bases, les VNTR de classe
IT intermédiaires formés de 64-139 répétitions, et
les VNTR de classe III longs formés de 140-210
répétitions. Les alléles de classe I sont associés a
une susceptibilité accrue vis-a-vis du diabeéte de
type 1, tandis que les alléles de classe III conferent
une protection vis-a-vis de la maladie. VNTR est
situé en amont des genes INS et IGF2 dont il con-
trolerait I’expression. Des études ont montré une
corrélation positive entre la présence chez le feetus
humain d’alleles VNTR de classe III et les taux éle-
vés de transcrits de INS dans leur thymus (28). 11
n’existe toutefois aucune évidence expérimentale
d’une corrélation chez ’homme entre la classe de
VNTR et la tolérance a l'insuline.

FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX

L'influence de lI’environnement dans la
pathogénie du diabete de type 1 repose essentiel-
lement sur des études épidémiologiques. Ces der-
nieres ont soulevé la possibilité que I'allaitement
maternel conférerait un certain degré de protec-
tion vis-a-vis de la maladie par rapport aux en-
fants nourris plus tot aux laits synthétiques ou au
lait de vache.

La majorité des recherches dans ce domaine
mettent I'accent sur le role exercé par des infec-
tions virales sur le déclenchement de la maladie.
L'infection congénitale par le virus de la rubéole
conduit a un pourcentage élevé (de 30 a 40 %) de
diabete de type 1 plus tard dans la vie (29). Des
études épidémiologiques de plus en plus nom-
breuses impliquent également les entérovirus et, en
particulier, le virus Coxsackie B4 (CVB4) comme
agent responsable d"un pourcentage significatif de



diabétes de type 1 dans les pays scandinaves.
CVB4 est capable d’infecter de maniére persistante
les cellules 8 dont la lyse secondaire aboutirait a
la libération d’auto-antigenes spécifiques de cette
cellule avec activation de cellules T auto-réactives
(effet « bystander »). En collaboration avec Didier
Hober (Départment de Microbiologie, CHRU de
Lille), nous avons montré que CVB4 peut infecter
directement le thymus humain au cours de la
phase de virémie (30). Nous recherchons mainte-
nant si cette infection thymique interfére avec les
mécanismes responsables de la tolérance centrale
vis-a-vis des cellules £ des ilots de Langerhans.

EST-IL POSSIBLE DE PREVENIR/
GUERIR LE DIABETEDE TYPE 1 ?

Vu lI'impossibilité d’agir sur les constituants
génétiques d'un individu et la plupart des agents
environnementaux (sauf peut-étre un jour via une
vaccination contre CVB4), les recherches actuelles
privilégient une approche immunomodulatrice
visant a contrdler spécifiquement la réponse auto-
immune diabetogene sans perturber les fonctions
immunitaires générales (31). Idéalement, cette
approche pourrait étre combinée a une inhibition
deI'apoptose des cellules 5 déclenchée par le pro-
cessus auto-immun, et a une régénération des cel-
lules 8 détruites au moyen de facteurs de crois-
sance/différenciation adéquats. Méme en cas de
transplantation de cellules 3 allogéniques,
xénogéniques, ou issues de cellules souches (adul-
tes ou embryonnaires) différenciées en cellules £,
le contréle du processus auto-immun sélective-
ment dirigé contre les cellules insulino-sécrétices
est une nécessité absolue tant pour la prévention
que pour la guérison du diabete de type 1.

Selon les données physiopathologiques actuel-
les, un tel contréle pourrait étre obtenu par une
« (re)programmation » de la tolérance des cellules
3 au moyen des propriétés tolérogenes puissantes
du thymus et, plus particulierement, du répertoire
thymique des self-antigénes neuroendocrines. Dans
cette perspective, nous avons étudié le profil de
sécrétion de cytokines provoqué par la présenta-
tion de la séquence B9-23 de I'insuline (Ins B9-23),
auto-antigéne majeur du diabete de type 1, et de la
séquence homologue de I'lGF-2 (IGF-2 B11-25), self-
antigene thymique dominant de la famille de I'in-
suline. Cette étude a été réalisée au moyen de cul-
tures de cellules mononucléées sanguines (PBMCs)
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purifiées a partir de seize adolescents diabétiques
de type 1, porteurs de I'allele DQ8. Les contrdles
étaient des patients diabétiques de type 1 non-DQ8,
et des personnes apparentées DQ8+ non-diabéti-
ques. Nous avons vérifié dans un premier temps
que les séquences Ins B9-23 et IGF-2 B11-25 présen-
tent la méme affinité et entrent en parfaite compé-
tition pour la liaison a la molécule HLA-DQS8, al-
lele de susceptibilité majeure au diabete de type 1.
Par la technique d’Elispot (calcul du nombre de
cellules sécrétant une cytokine précise), nous avons
observé que, par rapport a Ins B9-23, la présenta-
tion d’IGF-2 B11-25 induit un profil tolérogene ca-
ractérisé par une sécrétion accrue d’IL-10 (cytokine
suppressive et régulatrice puissante), une augmen-
tation significative du rapport IL-10/IFN-g, et une
trés nette diminution de la sécrétion d’'IL-4 (cyto-
kine responsable de la stimulation de la réponse
humorale B) (32). Par rapport a I'insuline qui, se-
lon plusieurs études, est tres immunogene et ne
possede aucun pouvoir tolérogene (33, 34), 'IGF-2
— et les épitopes dérivés — constitue donc un choix
approprié pour une approche tolérogene innova-
trice associant a la fois une compétition au niveau
dela poche de présentation des protéines du CMH
associées au diabete de type 1, et une réponse ré-
gulatrice/suppressive en aval de cette présentation
(fig. 2). Un nouveau type de vaccin « négatif » ou
tolérogene efficace contre le diabete de type 1 pour-
rait ainsi combiner les épitopes dominants d’IGF-2
(homologue thymique de l'insuline), de GAD67
(isoforme thymique homologue de GAD65), et de
la protéine issue deI'épissage alternatif de IA2 spé-
cifique du thymus.

Poursuivre la caractérisation du répertoire thy-
mique des genes encodant les antigeénes du soi
neuroendocrine et tissulaires périphériques, étudier
leur influence sur la génération des cellules Tr et
leur utilisation dans une nouvelle approche
tolérogene, comprendre les facteurs impliqués dans
le contrdle de leur expression dans le thymus et de
la différenciation des cellules épithéliales thymi-
ques, tels sont les objectifs du Projet Intégré FP6
Euro-Thymaide qui vient d’étre lancé avec le sou-
tien de la Commission européenne. Ce programme,
basé sur notre connaissance de la fonction
tolérogene puissante exercée par le thymus, devrait
déboucher a court terme sur de nouvelles métho-
des de diagnostic et de traitement des maladies
auto-immunes qui constituent le tribut payé par
I’espéce humaine en échange de I'efficacité et de la
complexité de ses défenses immunitaires.
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Figure 2 — Opposition des réponses immunitaires évoquées par la présentation de l'insuline vs. celle de I'IGF-2 en tant que

précurseur d’antigénes du soi.

L'insuline est un auto-antigene majeur et le plus spécifique de la cellule £ ciblé par la réponse auto-immune diabétogene. L’insuline est
homologue mais non identique a I'IGF-2, et elle peut donc étre considérée comme le soi « altéré » en regard de I'lGF-2. La séquence Ins
B9-23 et la séquence homologue IGF-2 B11-25 se lient avec la méme affinité a DQS8, un allele HLA de classe II qui confére une susceptibilité
majeure au diabete de type 1. La présentation de la séquence IGF-2 B11-25 aux PBMCs de patients DQ8+ diabétiques de type 1 produit
un profil de sécrétion en cytokines de type régulateur/suppressif. Par cette double action (compétition pour une liaison a une protéine
CMH de susceptibilité et réponse T tolérogene/régulatrice en aval), les séquences d’IGF-2 homologues des séquences auto-antigéniques
de I'insuline peuvent servir de base a une nouveau type d’approche immunothérapeutique pour la prévention du diabete de type 1.
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