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Dépister et prévenir
le diabéte insulinodépendant ?

Le diabéte insulinodépendant est une maladie auto-
immune ayant un fort déterminisme génétique, notam-
ment lié aux genes de classe II du complexe majeur
d’histocompatibilité. La survenue de la maladie n’est,
le plus souvent, pas brutale mais est précédée dans nom-
bre de cas par D’apparition d’auto-anticorps, d’une
réduction progressive de I’insulinosécrétion et d’une alté-
ration de la tolérance glucidique. Ces anomalies, détec-
tées chez un sujet aux antécédents familiaux de diabéte,
ont une forte valeur prédictive et peuvent permettre
d’instituer précocément un traitement préventif, a
I’heure actuelle limité aux immunosuppresseurs non spé-
cifiques du type ciclosporine.

véritable vaccination contre la mala-
die. Mais en attendant, le progres
pourrait déja venir d’une détection
de Datteinte pancréatique et d’une
immunosuppression plus précoces.
Préserver ainsi de la destruction auto-
immune une masse suffisante de cel-
lules 8 pourrait éviter 1’évolution vers
I’hyperglycémie et I’insulino-
dépendance. Aucune donnée ne per-
met encore de parier sur la durée
d’un tel effet, mais les résultats de
I’immunosuppression sur la maladie
au stade clinique [4] laissent espérer
un gain de plusieurs années.

e diabete de typeI n’est
pas, dans les conditions
actuelles de son diagnostic,
une maladie que 'on peut
envisager de guérir. En
effet, méme si ’on peut aujourd’hui
interrompre la destruction des ilots
de Langerhans en utilisant des agents
immunosuppresseurs [1-3], un facteur
limitant reste incontournable : le peu
de cellules B8 survivantes n’autorise
que des rémissions imparfaites et de
durée limitée a 1 ou 2 ans [4]. Dans
un futur qui n’est pas tout proche,
on peut imaginer que la connaissance

des auto-antigénes impliqués dans le
processus auto-immun anti-cellules
et I’émergence d’une nouvelle géné-
ration d’immunosuppresseurs permet-
tront I'induction d’une tolérance spé-
cifique vis-a-vis de ces antigenes,

En contradiction avec I'idée long-
temps admise d’une destruction
virale aigué du pancréas endocrine,
surtout chez I’enfant [5], le diabete
insulinodépendant apparait comme
une maladie auto-immune d’évolu-
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Tableau |
FREQUENCE DES, ALLELES DQB1 AYANT UN RESIQU ASPARTATE EN POSITION 57
CHEZ DES PATIENTS DIABETIQUES ET DES POPULATIONS TEMOINS D’ORIGINES ETHNIQUES DIVERSES
Patients diabétiques Sujets témoins
Type n % des ASP ASP ASP n % des ASP ASP ASP

de population chromosomes == +/- +/+ chromosomes -/- +/- +/+

[Référencel analysés ASP— (%) (%) (%) analysés ASP— (%) (%) (%)
Caucasiens
DR4t [42) 27 92 21 76
Caucasiens [20] 50 94 88 12 0 73 51 23 55 22
Caucasiens [43] 74 93 88 1 1 78 54 36 37 27
Caucasiens [21] 107 88 77 22 1 148 49 29 40 31
Japonais [44] 72 27 2,8 48,6 48,6 85 25 8,2 34 57,7

tion lente et insidieuse, ne s’extério-
risant cliniquement que tardive-
ment [6, 7]. Sa principale traduction
biologique est I’apparition d’auto-
anticorps spécifiquement dirigés con-
tre les cellules de I’llot de Langer-
hans. Ceux-ci rendent donc possible
la détection du processus anti-cellules
B et la surveillance des capacités de
sécrétion de I’insuline plusieurs
années avant le début clinique.
Dépister le terrain
génétique

La concordance de 30 a 50 % entre
jumeaux monozygotes [8] indique
que les facteurs génétiques jouent un
réle prépondérant dans la survenue
de la maladie. D’autres éléments
interviennent probabalement mais
restent actuellement inconnus. I
pourrait s’agir de facteurs extrinse-
ques comme les infections virales qui
peuvent déclencher une réponse auto-
immune dans certains modeles ani-
maux de diabete [9]. Par ailleurs, des
facteurs intrinséques, comme le réar-
rangement somatique des geénes des
immunoglobulines ou I’ontogenese
des récepteurs des lymphocytes T,
dont les régulations sont mal con-
nues, pourraient expliquer la discor-
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dance entre individus génétiquement
identiques au départ.

L’incidence globale du diabete dans
les fratries de patients est de
6 % [10]. L’association du diabete
avec certains antigénes HLA, recon-
nue depuis longtemps, rend compte
du risque accru de diabéte chez les
25 % de freres et sceurs HLA-
identiques d’un patient diabétique
(12 % environ), alors que le risque
est moindre (6 %) chez les 50 % de
sujets haplo-identiques* et quasi nul
chez les 25 % de freres et sceurs
HLA-différents [10].

Le typage sérologique des antigenes
HLA-DR a montré une forte associa-
tion entre diabéte et antigénes DR3
et DR4. Dans les populations « cau-
casiennes » (c’est-a-dire d’origine
européenne), ces alleles conferent un
risque relatif de 3,4 et 6,4 respecti-
vement, alors que I’hétérozygotie
DR3/DR4 donne un risque relatif de
40 [11]. L’analyse transraciale indi-
que que la susceptibilité au diabete
ne suit pas toujours les alleles DR3
et DR4 [12] et parait en fait plus
étroitement liée aux genes du locus
DQ [13-15]. Le séquencage des alle-
les DQ et le typage par sonde oligo-

* Haplo-identiques : sujets qui partagent un haplotype
sur deux avec le proband diabétique.

nucléotidique ou par cartographie de
restriction apreés amplification par
PCR [16] (figure 1, p. 242) ont mon-
tré que les alleles de DQBI1 ayant un
résidu neutre (non aspartate ou
ASP —) en position 57 de la chaine
DQB représentent 90 % des alleles
des sujets diabétiques caucasiens
(Tableau I) (voir ausst Iarticle de Khalil
et al. et les commentaires de J.-F. Bach
dans ce numéro). Dans les populations
non caucasiennes, I’association aux
alleles ASP - est moins forte.
L’ensemble des données obtenues a
ce jour indique qu’on ne peut pas
retenir un schéma de susceptibilité a
un seul locus (DQB) et 2 alleles
(Asp */Asp — ). Chez les sujets japo-
nais et chez les Noirs des Caraibes,
la susceptibilité au diabete parait plus
fortement liée au locus DQo et en
particulier a I’allele DQA3 [17-19].
On peut de méme, dans les popula-
tions caucasiennes, affiner le role de
certains haplotypes par 1’étude con-
comitante des [loci DQA1 et
DQBI1 [18, 20, 21]. L’analyse limi-
tée aux seuls DQB57-Asp et
DQab52-Arg permet de dégager un
sous-groupe a fort risque : Asp =/~
et Arg*t/+ et un sous-groupe forte-
ment protecteur Aspt/*t ou
Arg—/— (Tableau II, p. 243). Ce
type d’analyse doit étre validé par

I’étude de grands groupes de patients m—
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Figure 1. Typage des alléles de DQA1 par cartographie de restriction et
oligonucléotides marqués aprés PCR. Un fragment de 222 ou 225 paires
de bases de I'exon 2 du locus DQA1 est amplifié par PCR. Un polymorphisme
des fragments obtenus aprés digestion par 3 enzymes de restriction (Dde | (A),
Rsa | (8), Fok | (c)) permet de typer 6 des 8 alléles. A : Ligne 2, marqueurs
de poids moléculaire, selon les alléles, plusieurs aspects sont observés : 1
bande de 225 pb (lignes 1 et 3) : DQA3 ; 2 bandes de 113 et 71 pb (lignes
1, 3 et 5): DQA1; 2 bandes de 118 et 104 pb (lignes 4 et 6) : DQA4 ; 2
bandes de 127 et 95 pb (ligne 5): DQA2. B : Selon le méme principe : 1
bande de 225 pb (ligne 3 et 5) : DQA1.1 ou 1.2 ou 3; 1 bande de 222 pb
(ligne 4) : DQA4.1 ou 4.2; 1 bande de 186 pb (ligne 1 et 4): DQA1.3 ou
2, 1 bande de 183 pb (ligne 1) : DQA4.3. € : Selon le méme principe : 1
bande de 225 pb (ligne 3 et 5) : DQA1 ou 3, 1 bande de 222 pb (ligne 3
et 4) : DQA.1 ; 1 bande de 182 pb (ligne 4) DQA2 ou 4.2 ou 4.3. Les alléles
DQA1.1 et 1.2, non séparés par cette méthode, seront ultimement typés a
l'aide de sondes oligonucléotidiques spécifiques. L’ADN amplifié est immobi-
lisé sur une membrane de nylon, hybridé et lavé dans des conditions de strin-
gence telles que seule une complémentarité parfaite permet I'apparition d’un
signal. La sonde 1.1 est spécifique de l'alléle 1.1. La sonde 1.2 reconnait I'alléle
1.2 mais aussi 1.3 et 4.1. Ces techniques, simples, précises et rapides per-
mettent de limiter I'emploi des isotopes radioactifs.

et de sujets témoins d’origines ethni-
ques diverses.

Aucun des autres génes qui intervien-
nent certainement dans la susceptibi-
lité n’a été clairement identifié : les
geénes codant pour le récepteur des

lymphocytes T [22] sont en cours
d’étude. En outre, aucune association
avec des- genes candidats tels que
ceux de I'insuline et de son récepteur
n’a été retrouvée.

Quatre-vingt-dix pour cent des sujets
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Tableau Il

ANALYSE COMBINEE DES RESIDUS 57 DE LA CHAINE DQB ET 52 DE LA CHAINE DQ«

Patients diabétiques Sujets témoins
Population n ASP—/— ASP+/+ Autres n ASP—/— ASP+/+ Autres
[Référence] et ARG*/+ |ou ARG/~ et ARG*/+ |ou ARG~/—
Caucasiens [20] 50 | 32 (64 %) 0] 18 (36 %) 3 0 37 (51 %) 36 (49 %)
Caucasiens [21] | 101 49 (49 %) 7 (7 %) 45 (44 %) | 144 5 (3 %) 69 (48 %) 70 (49 %)

diabétiques n’ont pas d’antécédent
familial de diabete [19], ce qui sous-
entend qu’un réel dépistage du dia-
bete devrait s’adresser a la popula-
tion générale. L’cnsemble des don-
nées indique qu’un dépistage limité
a la seule analyse du résidu DQ@B57
est insuffisant. En effet, 29 % de la
population caucasienne est homozy-
gote Asp ~/Asp—, et dans ce
groupe, on peut calculer que 2 % de
sujets deviendront diabétiques, en
considérant un risque global de
0,5 % dans la population. Quant au
typage concomitant de DQAL1 et
DQBI1, il permet d’individualiser,
parmi les Asp ~/Asp—, un sous-

groupe Arg*/Arg* dont le risque
absolu de diabéte est d’environ 7 %,
mais méconnait encore 50 % des dia-
bétiques. Une analyse complete,
tenant compte des alleles de DQAI,
DQB! et DR doit permettre de
mieux préciser les risques associés

aux différents haplotypes [23].

Dépister les marqueurs
d’auto-immunité
anti-cellules

Les effecteurs immunitaires responsa-
bles de la destruction des cellules 8
sont essentiellement cellulaires mais
restent peu accessibles a l’investiga-

tion [7]. Différents marqueurs humo-
raux, bien que dénués de roéle direct
dans le processus pathologique, sem-
blent refléter I’activation de I’immu-
nité cellulaire contre les cellules (.

Les anticorps anti-flots sont détectés
par immunofluorescence indirecte sur
coupe de pancréas humain et quan-
tifiés par comparaison a des sérums
de référence. Ils sont dirigés contre
les cellules B mais aussi «, 6 et PP*.
Les anticorps anti-ilots sont détectés
au début du diabete chez 50 a 80 %
des adultes ct chez 90 % des

* a : Cellules a glucagon ; 6 : cellules a somatos-
tatine, PP : cellules a polypeptide pancréatique.

Tableau Il
RESULTATS DES PRINCIPALES ETUDES DE DEPISTAGE DU DIABETE
CHEZ LES APPARENTES DE PREMIER DEGRE
n ICA+ Altération Patients Durée Incidence
de l'insulino- devenus du suivi moyen du diabéte
sécrétion diabétiques (années) (n/104/an)
Barts-Windsor 719 |54 (7,5 %) dont NA 16 dont 2 ini- 5,1 43,6
1978-1986 [45] 24 CF-ICAt tialement ICA—
Gainesville 3413 |112 (3,3 %) NA 37 dont 12 ini- 7 15
1979-1989 [28] > JDFU tialement ICA —
Boston-Sacramento 4342 (75 (1,7 %) 18/43 ICAt |30 dont 8 initia- 2,7 25,6
[38] > 40 JDFU testés lement ICA—
Seattle 724 |21 (2,9 %)
1983-1988 [46] > 10 JDFU 2 2 3,5 7,9
Denver 1169 |71 (6 %2 13 7 dont 1 initia- 2 29
[47] certains taiblement lement ICA—
Lyon 524 110 (1,9 %) 4 2 1,5 25
(48] > 5 JDFU
Saint-Vincent-de-Paul 927 (31 (3,3 %) 3 2 3 7,2
1986-1989 [49] > 20 JDFU

ICA : anticorps anti-ilots ; CF-ICA :

les ICA; NA : non analysé.
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anticorps anti-ilots fixant le complément ; JOFU : unités de la Juvenile Diabetes Fondation pour
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enfants [24, 25]. Ils sont présents jus-
qu’a 5 années avant le début clinique
de la maladie chez les jumeaux
monozygotes de patients diabétiques
initialement étudiés [26]. Plusieurs
groupes ont étudié de fagon prospec-
tive la valeur prédictive des anticorps
anti-ilots chez les apparentés de pre-
mier degré de patients diabétiques
(Tableau III, p. 243). Le pourcentage
de sujets ayant de tels anticorps lors
du premier test varie entre 1,7 % et
7,5 % et dépend du seuil de positi-
vité choisi et de I’age des sujets tes-
tés. Dans les études du comté de
Barts-Windsor et de Gainesville, la
progression vers le diabete a été sui-
vie pendant 5-7 ans : 22-26 % des
sujets positifs pour les anticorps anti-
ilots sont devenus diabétiques contre
0,3-0,4 % des sujets initialement
négatifs (certains de ces sujets ont eu
des auto-anticorps entre le premier
test et la survenue du diabete). Dans
I’étude de Gainesville, le risque de
survenue d’un diabete chez un frere
ou sceur de diabétique, 4gé de moins
de 10 ans et ayant des auto-anticorps
est de 'ordre de 80 % a 5 ans. Ce
risque est encore accru si le titre de
ces anticorps est élevé.

Des auto-anticorps dirigés contre
Iinsuline peuvent également étre
détectés, par ELISA, technique peu
spécifique, ou surtout par test de
radio-liaison. La présence et le titre
des auto-anticorps anti-insuline au
début de la maladie sont inversement
corrélés a I’Age des patients [25, 27].
33 % a 74 % des patients diabéti-
ques agés de moins de 15 ans ont de
tels auto-anticorps. Chez les apparen-
tés de premier degré, anticorps anti-
ilots et anti-insuline sont souvent
associés : 22 % des sujets ayant les
deux types d’anticorps, contre 11 %
des sujets n’ayant que des anticorps
anti-116ts, deviennent ultérieurement
diabétiques [28]. Ces données ne -
tiennent pas compte de 1’age et les
auto-anticorps anti-insuline sont pro-
bablement un bon marqueur chez les
sujets de moins de 15 ans[29].
Enfin, la présence de ces anticorps
semble indiquer I’imminence de la
maladie, et pourrait résulter de la
destruction massive des cellules 3.
Un antigéne protéique de 64kDa des
ilots humains, impliqué dans la
pathogénie du diabete de type I, a
récemment été identifié a la gluta-
m/s n° 3, vol. 7, mars 91
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Figure 2. Evolution des anticorps anti-ilots, de la sécrétion d'insuline et
de la tolérance glucidique chez une enfant prédiabétique, 1 an aprés la
découverte d’'un diabéte chez sa jumelle monozygote. La tolérance gluci-
dique (A) est exprimée par l’aire sous la courbe d’hyperglycémie provoquée
orale (zone normale en grisé, zone diabétique en pointillé). L'insulinosécrétion
{B) est quantifiée par la somme des insulinémies aux temps 1 et 3 minutes
aprés injection intraveineuse de glucose (zone grisée > 10¢ percentile ; zone
hachurée, réponse des patients diabétiques). La dose de ciclosporine A est
de 7,5 mg/kg/j pendant la 1t¢ année et de 6 mg/kg/j la 2¢. (C) ICA : anticorps
anti-ilots (rectangles rouges); CF-ICA ; anticorps anti-ilots fixant le complé-

ment (rectangles noirs).

mate décarboxylase (m/s n° 9, vol. 6,
p. 921) [30]. Des anticorps anti-
64 kDa sont présents jusqu’a 91 mois
avant le début clinique [31] et ont été
recherchés rétrospectivement chez
28 patients devenus diabétiques : 5
des 6 patients dépourvus d’anticorps
anti-flots étaient positifs pour
I'anti-64kDa de 9 a 72 mois avant le
début clinique de la maladie [32].
Les contraintes techniques (difficulté
d’obtention des flots humains) ont
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limité ’emploi de ce marqueur dont
la valeur prédictive pourra étre plus
largement testée maintenant que
I’antigéne reconnu a été identifié.

D’autres auto-antigeénes des cellules 8
ont été récemment caractérisés. La
carboxypeptidase H, une enzyme des
granules de sécrétion est recon-
nue par le sérum de certains
patients [33]. Les granules de sécrétion
contiennent également des antigénes
cibles de clones lymphocytaires T anti-

cellules d’insulinome [34]. De telles
approches permettront d’identifier le
ou les antigene(s) reconnu(s) par les
lymphocytes et peut-étre de détecter,
chez les sujets a risque, I’émergence de
clones T autoréactifs.

Mesure de la sécrétion
d’insuline
La physiologie de la masse cellu-
laire B reste imparfaitement con-
nue [35] et il n’existe pas de test
idéal pour quantifier la sécrétion
d’insuline en clinique humaine. Seule
accessible a la mesure, la concentra-
tion d’insuline dans le plasma péri-
phérique est trés inférieure aux
valeurs portales du fait du catabo-
lisme hépatique de I’hormone. II est
assez compliqué de mesurer en con-
tinu, sur 24 heures, la sécrétion
spontanée d’insuline. Aussi recourt-
on a des stimulations artificielles pour
tester la fonction des cellules 3. Le
glucose intraveineux induit une
réponse insulinique en deux phases
dont la premieére est actuellement le
marqueur le plus sensible pour dépis-
ter tot un défaut de sécrétion. De
nombreux facteurs (stress, surpoids,
régime alimentaire) modifient cette
réponse jugée plus ou moins repro-
ductible [36, 37]. Néanmoins, lorsque
I'insulinémie descend au-dessous du
premier percentile, le diabeéte clinique
survient dans les mois suivants [38].
Une étude rétrospective chez des
jumeaux monozygotes de patients
diabétiques indique que la diminu-
tion de I'insulinosécrétion commence
des années avant le début de la
maladie et progresse de fagon relati-
vement linéaire [39]. Cependant,
cette décroissance linéaire n’est pas
toujours la regle chez les jeunes
enfants, chez qui on peut voir
s’effondrer, en quelques semaines,
une insulinosécrétion jusque-la nor-

male (figure 2).

L’intolérance glucidique, objectivée
par une élévation de la glycémie
apres prise orale de glucose, corres-
pond a un défaut profond de !’insu-
linosécrétion et indique 'imminence
de I’hyperglycémie et du diabete cli-
nique [38]. L’élévation de la glycémie
a jeun est encore plus tardive et
découle de Iinsulinopénie et de
Pinsulinorésistance secondaire asso-

ciée, comme le suggere I'étude de mmmmmn
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modeles animaux de diabéte auto-
immun [40].

Approches thérapeutiques
dans le prédiabéte

Au tout début du diabete clinique,
I’'immunosuppression par la ciclospo-
rine A permet d’obtenir, aprés 1 an
de traitement, des rémissions de
I'insulinodépendance dans 25 % a
50 % des cas selon les études [2, 3,
41]. Chez I’enfant, la durée de ces
rémissions est en moyenne de 316 +
21 jours, variant entre 30 et
800 jours. Leur fin semble liée aux
effets combinés d’une réserve limitée
en insuline et d’une résistance a
I’insuline d’installation progres-
sive [4].

Un exemple récent illustre les possi-
bilitts d’une immunosuppression
induite 3 un stade plus précoce.
Nous avons suivi une fillette de
6 ans, dont la jumelle monozygote
était devenue diabétique une année
auparavant. Le dépistage avait révélé
des anticorps anti-ilots a titre élevé,
des anticorps anti-insuline, puis une
destruction (-langerhansienne rapide
faisant s’effondrer I'insulinosécrétion
et provoquant une intolérance au
glucose (figure 2). Dans cette situation
spontanément irréversible, 'immuno-
suppression par la ciclosporine A,
24 mois apres le début du traitement,
a fait chuter le titre des anticorps
anti-flots et a normalisé la sécrétion
d’insuline et la tolérance au glucose.
Ce résultat thérapeutique encore isolé
suggere tout I’'intérét d’une immuno-
suppression précoce.

I Conclusion

A la découverte cliniquement brutale
du diabete, correspondant a la des-
truction massive du pancréas endo-
crine, ’effort actuel de dépistage vise
a substituer un diagnostic biologique
combinant 1’étude de la prédisposi-
tion génétique, la détection de para-
metres spécifiques d’auto-immunité et
I’évaluation de la fonction des cellu-
les 3. Cette approche devrait nous
permettre de mieux connaitre I’his-
toire naturelle de la maladie et de sa
longue phase préclinique. Elle devrait
aussi logiquement conduire a des
essals thérapeutiques tentant d’en-
rayer |’atteinte Erogressive des filots
de Langerhans

Summary

Prediction and prevention of
insulin-dependent diabetes
mellitus

Type I diabetes is not currently a
curable disease. Immunosuppres-
sion in recent onset patients allows
frequent (25-50 %) remission of
insulin dependency. A markedly
reduced B cell mass at diagnosis
probably accounts for the limited
duration (< 3 years) of these
remissions, and emphasizes the
need for earlier recognition of the
disease process. The genetic sus-
ceptibility, examplified by the con-
cordance rate among monozygotic
twins, is strongly linked to HLA-
class II genes. Recent works have
stressed the importance of speci-
fic DQ B and o chain residues
but accurate prediction of the
genetic susceptibility cannot yet be
achieved in the general popula-
tion. However, in first degree
relatives of diabetic patients, scree-
ning for islet cell antibodies allows
a high (up to 80 %) prediction
rate. Other immunological mar-
kers such as insulin autoantibodies
positive subjects, measurement of
the first phase of insulin secretion
allow to detect early loss of 3 cell
mass. The efficiency of immuno-
suppressive drugs at those early
stages of the disease has to be
evaluated. Our preliminary results
are encouraging.
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