LE ROLE DES VIRUS DANS LA PATHOGENIE
DU DIABETE DE TYPE 1

RESUME : Le role précis des infections virales dans la physio-
pathologie du diabéte de type 1 est toujours le sujet d’une
importante discussion. Le virus Coxsackie B4 (CVB4) est
I’agent le plus incriminé sur la base de différentes études épidé-
miologiques. Les mécanismes pathogeénes mis en jeu impliquent
I’hypothése d’un mimétisme moléculaire entre séquences
virales et auto-antigénes des cellules § pancréatiques, mais sur-
tout une infection persistante par CVB4 des ilots de Lange-
rhans suivie d’une libération des antigénes B3 et une activation
de voisinage («bystander effect») de cellules T auto-réactives.
La démonstration que des antigénes spécifiques de tissus péri-
phériques sont exprimés dans le thymus a ouvert une nouvelle
voie de recherche. Nous avons montré que CVB4 est capable
d’infecter de maniére persistante et productive des cellules épi-
théliales thymiques humaines, ainsi que des lobes thymiques
humains feetaux en cultures organotypiques. Cette infection
provoque une dysfonction thymique importante caractérisée
par une délétion sévére de thymocytes (lymphocytes T thy-
miques) et une augmentation de I’expression de protéines de
classe I du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH-I)
exprimées par les cellules épithéliales et les cellules T thy-
miques. Cette dysfonction thymique pourrait étre responsable
d’une diminution de la fonction tolérogéne centrale vis-a-vis des
cellules B8 et de I’activité anti-CVB4 des cellules T CD8. Cette
altération de la fonction du thymus agirait en association avec
Peffet «bystander» périphérique pour conduire a la destruction
des cellules B3 et au développement du diabéte de type 1.
Mors-CLES : Coxsackie virus B4 - Thymus - Diabéte de type 1 -
Virus

INTRODUCTION

Les déterminants génétiques majeurs du
développement du processus auto-immun diabé-
togene sont les génes du complexe majeur d’his-
tocompatibilité (CMH) de classe 11 localisés sur
le chromosome 6 (locus IDDM1) qui comptent
pour + 50% du risque. Interviennent aussi un
certain nombre de génes a I’extérieur du CMH,
comme le nombre variable de répétitions en tan-
dem (VNTR) situées en amont des genes de I’in-
suline (INS) et de I'IGF-2 (IGF2) (locus
IDDM2) sur le chromosome 11 (1). Cependant,
seuls 10 % des individus porteurs d’une prédis-
position génétique développeront un diabéte de
type 1, et plus de 50 % des jumeaux homozy-
gotes sont discordants pour la maladie, en fonc-
tion de leur 4ge au moment du diagnostic (2).
Ces données indiquent clairement que 1’inter-
vention de facteurs environnementaux est
requise dans la pathogénie du diabéte de type 1.

(1) Docteur en Sciences, Collaborateur FNRS

(2) Professeur, Directeur de Recherches FNRS, Uni-
versité de Liege, Chef de Clinique, Service d’Endocri-
nologie, CHU de Liege
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ROLE OF VIRAL INFECTIONS IN THE PATHOGENESIS
OF TYPE 1 DIABETES

SUMMARY : The precise role of viral infections in the patho-
genesis of type 1 diabetes is still the subject of an important dis-
cussion. Coxsackievirus B4 (CVB4) is the virus the most
implicated by a series of epidemiological studies. Pathogenic
mechanisms underlying such a relationship implicate a mole-
cular mimicry between CVB4 sequences and f3-cell autoanti-
gens, but mainly a persistent CVB4 infection of pancreatic f3
cells followed by a release of sequestered B antigens and a «bys-
tander» activation of autoreactive T cells. The demonstration of
intrathymic expression of antigens specific of peripheral tissues
has opened a novel research perspective. We have shown that
CVB4 is able to infect in a persistent and producive manner
human thymic epithelial cell cultures and human fetal thymic
lobes in organotypic cultures. This infection induces an impor-
tant thymic dysfunction characterized by a severe depletion of
thymocytes (thymic T cells) and an up-regulated expression by
thymic epithelial and T cells of class I proteins encoded by the
major histocompatibility complex (MHC-I). Such thymic dys-
function might be responsible for a decrease of (-cell central
self-tolerance and anti-CVB4 cytotoxic CD8 T-cell activity.
CVB4-induced thymic dysfunction would contribute in close
association with the peripheral «bystander» effect to the des-
truction of insulin-secreting islet f§ cells and to the development
of type 1 diabetes.

KEYWORDS : Coxsackievirus B4 - Thymus - Type I diabetes -
Virus

LPargumentation expérimentale en faveur de
cette influence exogeéne est surtout issue
d’études épidémiologiques et il n’existe, a
I’heure actuelle, aucune évidence directe soute-
nant un réle des agents extérieurs comme initia-
teurs ou promoteurs de la destruction
auto-immune des cellules B pancréatiques sécré-
trices d’insuline. Les analyses épidémiologiques
ont ainsi documenté des différences saisonniéres
de I’incidence de la maladie, la plupart des cas
apparaissant au cours des mois d’hiver tant dans
I’hémisphére Nord qu’en Australie (3). Linci-
dence du diabéte de type 1 dans I’ensemble des
zones du globe a également augmenté d’environ
5 % au cours des dernieres décennies, soit a un
rythme trop élevé pour résulter de modifications
au niveau des geénes de susceptibilité a la mala-
die. Chygiéne accrue et la diminution significa-
tive de 1’allaitement maternel (et donc de la
protection immunologique passive d’origine
maternelle) dans notre société sont autant de
mécanismes évoqués pour expliquer I’incidence
accrue du diabéte de type 1 et d’autres maladies
auto-immunes, ainsi que des allergies (4,5).

La localisation géographique est un autre
argument si 1’on compare, en effet, I’incidence
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annuelle du diabéte de type 1 dans les pays de
I’Europe nordique comme la Finlande avec 36 a
40 nouveaux cas par an pour 100 000 habitants,
et celle de pays comme la Chine et le Venezuela
ou cette incidence n’est que de 0,1 cas par an
pour 100 000 habitants. En Europe, 1’incidence
du diabete de type 1 diminue selon un gradient
nord-sud (a ’exception notable de la Sardaigne
ou peut se poser I’hypotheése d’un enrichisse-
ment progressif en génes de susceptibilité au
sein de cet isolat). En raison de 1’homogénéité
relative des populations européennes, un tel gra-
dient ne peut résulter des seules variations géné-
tiques. Les études de migrations soutiennent
aussi ’influence cruciale de I’environnement
géographique. Les personnes migrant de zones a
faible incidence présentent peu a peu le méme
risque que la population du pays d’accueil. Par
exemple, I’incidence annuelle du diabéte de type
1 chez les enfants pakistanais vivant en Angle-
terre est la méme que celle des enfants autoch-
tones, soit 11,7 pour 100 000, alors qu’elle n’est
que de 0,1 cas pour 100 000 au Pakistan. Les
infections virales, les composants alimentaires,
la production de la vitamine D a 1’exposition
solaire, et méme le stress figurent parmi les
principaux candidats a 1’origine de cette
influence environnementale. Cette revue concer-
nera surtout I’impact des infections entérovirales
sur la pathogénie du diabete de type 1.

LES ENTEROVIRUS ET LE DIABETE DE
TYPE 1

Plusieurs études ont associé la survenue d’une
infection virale et le développement secondaire
d’un diabete de type 1. Les agents viraux incri-
minés sont les entérovirus, le virus de la rubéole,
le virus des oreillons, le cytomégalovirus, le
virus d’Epstein-Barr et celui de la varicelle
(9,10). Toutefois, la majorité des analyses épidé-
miologiques ont suggéré que les infections par le
virus Coxsackie (CVB) et par d’autres entérovi-
rus sont des événements fréquents et les plus
grands suspects pour une étiologie virale du dia-
bete de type 1 (11). Le virus CVB4 est le séro-
type le plus commun détecté chez les individus
pré-diabétiques et diabétiques. La souche E2 du
CVB4 a été isolée du pancréas d’un enfant
décédé d’une acidocétose sévere; elle a ensuite
été passée a plusieurs reprises dans des cultures
de cellules 3 murines et son inoculation a des
souris susceptibles a provoqué I’apparition d’un
diabete (12). Les premieres études montrant que
des diabétiques de type 1 sont plus souvent séro-
positifs pour CVB4 que des sujets contrbles
remontent a 1969 (13,14). Une série d’études
épidémiologiques ont ensuite confirmé qu’une

fréquence accrue d’IgM anti-CVB était obser-
vée chez des enfants pour lesquels le diagnostic
de diabete de type 1 avait été récemment posé
(revue en 15). Par apres, Clements et coll. ont
utilisé la détection par RT-PCR d’¢léments du
génome de CVB pour montrer que 64% d’en-
fants diabétiques de type 1 étaient positifs, alors
que la détection de CVB n’était positive que
chez 4% d’enfants normaux (16). Dans une
autre étude, le génome de CVB a été détecté par
RT-PCR dans 5 cas sur 12 (42%) de diabétiques
de type 1 récents, et dans 1 cas sur 12 (8%) au
cours du développement de la maladie. Par com-
paraison, la détection du génome CVB s’est
révélée négative dans tous les prélévements san-
guins de 12 diabétiques de type 2 et de 15
adultes sains (17). La souche E2 de CVB4 est
capable d’infecter les cellules B humaines de
maniere persistante (18), tandis qu’une nouvelle
souche variante de CVB4 isolée, VD2921, pro-
voque une infection persistante de ces cellules et
perturbe tant leur synthése de proinsuline que
leur sécrétion d’insuline (19). Les génomes des
souches E2 et VD2991 ont été détectés par RT-
PCR dans les cellules mononucléées sanguines
(PBMCs) d’une majorité d’enfants diabétiques
de type 1 au début de leur maladie. La méme
¢tude a montré que la plupart des rares controles
positifs étaient, en fait, infectés par une souche
phylogénétiquement différente de la souche
CVB4 identifiée chez les patients diabétiques.
Ce résultat confirme 1’existence de souches
apparentées de CVB4 dotées de propriétés dia-
bétogenes différentes.

MECANISMES EVOQUES POUR LES PRO-
PRIETES DIABETOGENES DES CVB

Les CVBs ont été impliqués dans la pathogé-
nie du diabete de type 1 et leur inoculation est
capable de provoquer 1’apparition d’un diabéte
chez certaines souches de souris dites «suscep-
tibles». Dans ces modeéles animaux, tant I’infec-
tion virale directe que la dysrégulation
immunitaire qui en résulte semblent intervenir
dans le développement du diabéte.

MIMETISME MOLECULAIRE

Il existe une homologie significative entre la
séquence en acides aminés 28-50 de la protéine
P2-C, appartenant au complexe réplicatif de
CVBA4, et la séquence 250-273 de I’isoforme de
65 xD de la décarboxylase de 1’acide glutamique
(GADG65), un auto-antigéne important du dia-
bete de type 1 (21). Cette homologie a long-
temps soutenu 1’hypothése qu’une réponse
immunitaire dirigée contre le CVB4 pourrait
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endommager les cellules B selon le mimétisme
moléculaire des cibles antigéniques. Cette hypo-
these est cependant affaiblie par le fait que I’in-
fection par CVB ne produit pas d’accélération
du diabeéte chez des souris possédant un CMH
susceptible (22). De plus, aucun des anticorps
anti-GADG65 produits par des cellules B isolées
d’un patient diabétique de type 1 récent ne pré-
sente de réaction croisée avec la protéine P2-C
(23). Néanmoins, il est prématuré d’abandonner
I’hypothese de mimétisme moléculaire depuis
qu’une étude trés récente a montré qu’un épitope
viral «mimant» un antigéne B est capable d’ac-
célérer, mais non de déclencher, la réponse auto-
immune diabétogene (24).

ACTIVATION «BYSTANDER» OU AUXILIAIRE

Le développement rapide d’un diabete suite a
I’infection par CVB de souris transgéniques
pour I’expression d’un récepteur (TCR) spéci-
fique d’un antigéne B3 a permis de proposer 1’hy-
pothése d’une activation «bystander» par CVB
de cellules T auto-réactives contre les antigénes
des cellules B. Selon ce modele, I’infection par
CVB provoquerait I’apparition du diabéte suite a
une infection directe des cellules 3 conduisant a
une inflammation locale, puis a la libération
d’antigénes B3 capables de stimuler des cellules T
auto-réactives au repos (22). Ces dernieres accé-
deraient ensuite aux cibles insulaires sans étre
toutefois directement impliquées ni dans la
1ésion virale initiale, ni dans la réactivité aux
antigénes viraux (25). Les mémes auteurs ont
aussi montré que la réponse immunitaire innée
précoce vis-a-vis de CVB4 est responsable du
degré de dommage a la cellule 3 et de I’appari-
tion d’un diabéte secondaire. En effet, une inhi-
bition de la production d’interférons par les
cellules B peut étre réalisée via la surexpression
ciblée du suppresseur de la communication par
cytokines de type 1 («suppressor of cytokine
signaling 1» ou SOCS-1). Ces conditions expé-
rimentales conduisent a une nette augmentation
de la susceptibilité des cellules B a 1’infection
par CVBA4 et a la réponse secondaire des cellules
NK. Les cellules B insulaires sont ainsi endom-
magées par 1’apoptose survenant au cours de la
réponse innée initiale, et non par les réponses T
ou B adaptatives (26).

CONTROVERSES ACTUELLES

Il y a quelque temps, des auteurs ont passé au
crible les résultats de 26 études publiées entre
1969 et 1995 dans lesquelles une infection par
CVB avait été diagnostiquée par analyses séro-
logiques chez des patients diabétiques et chez
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des individus contrbles. La conclusion globale
de cette revue était que les résultats publiés sont
inconsistants et ne fournissent aucun élément de
preuve décisive en faveur ou contre une associa-
tion entre une infection CVB et le développe-
ment secondaire d’un diabéete de type 1 (27). Par
ailleurs, deux autres études n’ont pas permis de
détecter une infection virale au sein du tissu pan-
créatique provenant de diabétiques de type 1
décédés dans des circonstances aigués (28,29).
Dans un remarquable article, Gale a également
montré comment les épidémies virales de I’en-
fance ne peuvent en rien expliquer I’augmenta-
tion de I’incidence du diabéte de type 1 observée
au cours du 20e siecle (30).

La discussion reste trés ouverte quant a 1’exis-
tence d’une réelle association entre les infec-
tions par entérovirus et I’apparition d’un diabéte
de type 1. Comme nous [’avons évoqué plus
haut, une telle association est appuyée par les
études récentes recourant a la détection de
génomes viraux a 1’aide de sondes trés spéci-
fiques, évitant ainsi le manque de spécificité et
les réactions croisées des analyses sérologiques
(16,20). On retiendra aussi que des concentra-
tions ¢€levées d’interféron-alpha, un marqueur
indirect d’infection virale, ont été mesurées chez
70 % de 56 nouveaux patients diabétiques de
type 1, en méme temps que la détection de trans-
crits de CVB4 chez 50 % de ces derniers (31).
La question d’une fréquence plus élevée d’in-
fections entérovirales chez les enfants dans des
pays présentant une haute incidence annuelle de
diabete de type 1 (comme les pays scandinaves)
meérite d’étre approfondie si I’on veut envisager
I’opportunité d’une vaccination anti-CVB
comme une méthode de prévention du diabéete
dans ces pays.

NOUVELLES IDEES POUR LA RECHERCHE
DE DEMAIN : LA DYSFONCTION DU THYMUS
INDUITE PAR CVB

Tandis que les déterminants de la susceptibilité
génétique (et de la résistance) au diabete de type
1 sont de plus en plus déchiffrés, peut-étre la
question pertinente a poser quant a I’impact de
I’environnement sur la pathogénie du diabéete de
type 1 serait-elle de comprendre son implication
réelle dans le développement de I’auto-immunité
sélective des cellules B. Dans cette perspective, le
thymus joue un role essentiel dans I’établissement
de la tolérance immunitaire centrale des fonctions
neuroendocrines (32-34). De plus en plus d’argu-
ments s’accumulent aussi en faveur d’une dys-
fonction de la tolérance thymique dans le
développement  d’endocrinopathies  auto-
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UN MODELE ASSOCIANT DYSFONCTION
THYMIQUE INDUITE PAR CVB ET ACTIVA-
TION T «BYSTANDER» PERIPHERIQUE
(FiGg. 1)

immunes comme le diabéte de type 1 (35-38).
Depuis cing ans, nous collaborons avec le Pr.
Didier Hober (Service de Virologie, CHRU de
Lille) pour explorer 1’hypotheése que CVB4 pour-

rait infecter le thymus et provoquer une dysfonc-
tion sévere des trois propriétés fondamentales de
cet organe : thymopoicse (génération des cellules
T), établissement de la tolérance centrale, et géné-
ration de lymphocytes T régulateurs (Treg) spéci-
fiques d’antigénes du soi. Nous avons ainsi
démontré une réplication persistante de la souche
E2 «diabétogene» et de la souche JBV prototype
de CVB4 dans des cultures primaires d’épithé-
lium thymique humain (39). La persistance de
I’infection CVB4 ¢était associée a une proliféra-
tion accrue des cellules épithéliales thymiques, de
méme qu’a une sécrétion d’IL-6, de LIF (Leuke-
mia Inhibitory Factor) et de GM-CSF. La réplica-
tion de CVB4 n’était pas restreinte a la souche E2
et ne dépendait pas du terrain génétique de I’indi-
vidu d’ou provenaient les échantillons de thymus.
Cependant, la sécrétion de cytokines des cultures
infectées avec la souche E2 était plus élevée que
dans celles infectées avec la souche JBV (39). Par
la suite, F. Brilot et coll. ont montré que la souche
E2 était capable d’infecter des cultures organoty-
piques de thymus feetal humain (FTOC) (40). Le
génome viral de CVB a été mis en évidence dans
les FTOC et dans des populations de cellules T
thymiques. Les cellules T CD4+CD8+ sont les
cibles principales de I’infection par CVB4 qui
provoque leur déplétion sévere sans aucun signe
d’apoptose. De plus, la réplication de CVB4 E2
dans les FTOC provoque une surexpression des
molécules du CMH de classe I par les cellules T
et les cellules épithéliales thymiques. Cette surex-
pression ne résulte pas d’une action d’interféron-
alpha et est directement corrélée a différents
marqueurs de 1’infection par CVB4 comme la
quantification des transcrits de CVB4, et la quan-
tité des particules virales libérées dans les FTOC
(40). Ces résultats concordent avec des études
antérieures ayant montré que CVB4 peut
atteindre le thymus dans le décours d’une infec-
tion systémique, résultant en une augmentation
importante de cellules T thymiques CD4-CD8-,
ce qui indiquait qu’une infection CVB4 pouvait
étre associée a une maturation T anormale in vivo
(41). La déplétion massive de cellules T thy-
miques (dont les Treg) a été reliée a I’apparition
de phénomenes auto-immuns chez la souris (42).
D’autres études sont actuellement poursuivies par
le groupe de travail «Infection CVB4 et dévelop-
pement du diabéte de type 1 dépendant du
thymus» au sein du programme FP6 Euro-Thy-
maide.

En plus des recommandations pour une
meilleure standardisation des diagnostics d’in-
fections CVB par sérologie et RT-PCR (43), il
nous parait urgent aussi de mieux comprendre la
nature des interactions entre le virus et le sys-
téme immunitaire de 1’hdte. Quelles sont les
idées actuelles sur cette question ? Le virus
CVB4 est capable d’infecter de manicre persis-
tante les cellules o et BB des ilots de Langerhans
pancréatiques, et d’y provoquer de sérieux
troubles fonctionnels, sinon la mort par picnose
nucléaire (44). Le role de CVB4 dans la précipi-
tation du diabete de type 1 semble résulter de ce
dommage cellulaire, aboutissant a la libération
et a la présentation d’antigénes 3 (45). Des cel-
lules T auto-réactives peuvent étre secondaire-
ment activées et, via une activation «bystander»,
peuvent initier le processus auto-immun diabé-
togéne. De plus en plus d’arguments plaident
pour I’origine thymique de ces cellules T auto-
réactives, suite a une défaillance des méca-
nismes tolérogénes centraux. Cette dysfonction
thymique serait responsable de 1’enrichissement
progressif du répertoire T périphérique par des
clones «interdits» de cellules T réactives au soi
(46). Cette dysfonction thymique serait égale-
ment impliquée dans la génération défectueuse
de Treg qui inactivent en conditions normales
les cellules T réactives au soi qui ont échappé au
filtre thymique. Nos travaux ont montré qu’une
dysfonction sévere du thymus résulte de 1’infec-
tion in vitro de FTOC humaines. Linfection

Infection CVB persistante du thymus :

+  Perturbation de la sélection T et de la tolérance centrale
aux cellules B pancréatiques

+ b génération des Treg CD4+ CD25+

+  Induction d'une tolérance centrale a CVB

Enrichissement du répertoire T périphérique
@ en cellules T réactives au soi

W Activité T CDS8 anti-CVB

Infection CVB persistante des flots de Langerhans :
+  Lésion cellulaire B et trouble de I'insulino-sécrétion
+  Libération d’antigénes B séquestrés et activation de voisinage de

cellules T auto-réactives

I'infection des cellules f par CVB

flots de
Langerhans

Fig. 1 : Plusieurs niveaux de dysrégulation immunitaire résultant
d’une infection persistante par CVB du thymus et des ilots de Lan-
gerhans pancréatiques peuvent contribuer a la pathogénie de certains
cas de diabéte de type 1 (Treg = cellule T régulatrice ; CVB = virus
Coxsackie B). Voir I’explication compléte du modele dans le texte a
la section correspondante.
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CVB4 persistante concerne les compartiments
épithélial et lymphoide de cet organe. Sur le plan
fonctionnel, I’infection du thymus par CVB4
provoque une sécrétion des cytokines synthéti-
sées in situ par les cellules épithéliales thy-
miques, une déplétion marquée des cellules T
CD4+CD8+, et une surexpression des molécules
du CMH de classe I par les cellules T
CD4+CD8+ et les cellules épithéliales thy-
miques. Ainsi, une infection chronique du thy-
mus par CVB4 serait capable de mener a une
dysrégulation immunitaire importante associant:

1. Une perturbation significative de la tolé-
rance thymique centrale résultant d’une diminu-
tion de la présentation d’antigénes du soi dans le
thymus et de la génération de Treg, ainsi que :

2. Pinduction d’une tolérance centrale vis-a-
vis de CVB4 et une réduction secondaire de la
réponse T CD8 dirigée contre ce virus, de telle
sorte qu’une exposition ultérieure a ce virus
pourrait aboutir 2 un dommage plus important
des cibles cellulaires périphériques de CVB4.

Si les recherches futures confirment ces
hypotheses rationnelles (47), une vaccination
anti-CVB4 pourra alors étre prise en compte
dans une stratégie de prévention du diabéte de
type 1, en particulier dans les pays a haute inci-
dence d’infections entérovirales.
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