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Introduction	

Le	diabète	de	type	1	ou	insulino-dépendant	est	une	maladie	auto-immune	caractérisée	

par	une	carence	en	 insuline,	 conséquence	d’une	destruction	sélective	des	cellules	bêta	

des	 îlots	 de	 Langerhans	 par	 des	 lymphocytes	 T	 auxiliaires	 (CD4+)	 et	 cytotoxiques	

(CD8+)	autoréactifs.		

	

Ces	 lymphocytes	T	 reconnaissent	 des	peptides	 issus	de	molécules	propres	 à	 la	 cellule	

bêta,	 à	 l’instar	 de	 l’insuline,	 la	 décarboxylase	 de	 l’acide	 glutamique	 (GAD),	 la	

phosphatase	IA-2	et	le	transporteur	de	zinc	ZnT8.		

	

La	détection	 fiable	de	ces	 lymphocytes	T	autoréactifs	constitue	un	défi	majeur,	dont	 la	

résolution	 permettrait	 à	 la	 fois	 d’établir	 un	 profil	 de	 réactivité	 d’intérêt	 diagnostique	

chez	les	patients	à	risque	de	développer	la	maladie	et	d’évaluer	l’efficacité	des	thérapies	

d’immuno-intervention	chez	les	patients	diabétiques.	

	

Plusieurs	 techniques	 de	 détection	 ont	 été	 mises	 en	 œuvre,	 mais	 leur	 utilisation	 est	

restée	 limitée	 du	 fait	 de	 considérations	 pratiques	 liées	 à	 leur	 réalisation.	 Parmi	 ces	

techniques,	on	peut	citer	l’utilisation	de	tétramères	incluant	les	peptides	d’intérêt	pour	

détecter	 les	 lymphocytes	 CD4+	 et	 CD8+	 autoréactifs,	 ou	 encore	 la	 détection	 de	 la	

production	 d’interféron	 γ	 par	 des	 cellules	 T	 autoréactives	 CD8+	 circulantes	 stimulées	

par	les	peptides	d’intérêt	(ELISPOT).		

	

Dans	les	deux	cas,	le	recours	à	ces	techniques	est	limité	à	une	population	porteuse	d’un	

certain	 haplotype	 HLA	 (essentiellement	 HLA-A2),	 capable	 de	 présenter	 les	 peptides	

d’intérêt	 identifiés	 à	 l’heure	 actuelle.	 De	 plus,	 la	 technique	 des	 tétramères,	

principalement	pour	la	détection	des	lymphocytes	autoréactifs	CD4+,	est	laborieuse,	car	

elle	nécessite	une	expansion	préalable	en	culture	in	vitro	des	lymphocytes	T.	Par	ailleurs,	

la	 fabrication	 des	 tétramères	 eux-mêmes	 est	 complexe	 et	 le	 coût	 associé	 à	 cette	

technologie	élevé.		
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Depuis	 maintenant	 plusieurs	 années,	 nous	 avons	 développé	 une	 technique	 ELISPOT	

reposant	 sur	 l’utilisation	 de	 pools	 de	 peptides	 chevauchants,	 représentatifs	 	 de	 la	

séquence	 des	 antigènes	 entiers.	 C’est	 principalement	 chez	 des	 patients	

immunodéprimés,	 à	 l’instar	 des	 transplantés	 d’organes,	 que	 cette	 technique	 a	 été	

initialement	mise	en	œuvre.	Elle	a	été	appliquée	aux	antigènes	viraux	(de	l’EBV,	du	CMV	

ou	encore	du	BKV)	afin	de	détecter	de	manière	fiable	les	lymphocytes	T	spécifiques	de	

ces	 épitopes	 viraux	 et	 de	 suivre	 leur	 devenir	 en	 fonction	 du	 traitement	

immunosuppresseur	appliqué(1,2).	

	

La	 technique	 ELISPOT	 est	 caractérisée	 par	 sa	 très	 grande	 spécificité	 et,	 lorsque	 l’on	

utilise	des	pools	de	peptides	chevauchants,	par	 la	possibilité	de	détecter	 les	 cellules	T	

spécifiques	chez	tous	les	patients	-	indépendamment	de	leurs	haplotypes	HLA.		

	

Il	a	été	clairement	démontré	par	différents	laboratoires	dont	le	nôtre,	qu’il	est	possible	

de	détecter	les	lymphocytes	T	spécifiques	de	l’antigène	d’intérêt	présents	en	circulation	

chez	 l’individu	 au	 moment	 de	 l’analyse,	 après	 une	 stimulation	 de	 courte	 durée,		

seulement	16	à	20	heures(3,4).	

	

Permettant	 ainsi	 d’obtenir	 une	 image	 instantanée	 du	 statut	 «	d’autoréactivité	»	 des	

patients	 analysés,	 la	méthode	de	 l’ELISPOT	a	 été	 appliquée	par	plusieurs	 équipes	 à	 la	

détection	 des	 autoantigènes	 impliqués	 dans	 le	 diabète	 de	 type	 1,	 en	 utilisant	 des	

peptides	 uniques	 dérivés	 d’autoantigène,	 pour	 la	 seule	 détection	 des	 lymphocytes	

cytotoxiques	CD8+	chez	des	patients	porteurs	de	l’haplotype	HLA-A2(5–8).		

	

Notre	but	a	été	d’appliquer	 le	nouveau	test	ELISPOT	basé	sur	 l’utilisation	des	pools	de	

peptides	 chez	 des	 enfants	 atteints	 de	 diabète	 de	 type	 1	 nouvellement	 diagnostiqués.	

Nous	 visions	 à	 identifier	 le	 profil	 de	 spécificité	 et	 la	 fréquence	 des	 lymphocytes	 T	

autoréactifs	 de	 ces	 enfants,	 et	 ce	 de	 façon	 plus	 exhaustive	 par	 rapport	 aux	 études	

antérieures	puisque	 tous	 les	 enfants	 pouvaient	 être	 testés,	 indépendamment	 de	 leurs	

haplotypes	HLA.	Les	réponses	vis-à-vis	des	quatre	autoantigènes	majeurs	du	diabète	ont	

été	 explorées	 simultanément.	 Les	 résultats	 ont	 été	 analysés	 en	 relation	 avec	 les	

paramètres	 immunologiques	 (autoanticorps	 anti-cellules	 bêta	 circulants)	 utilisés	

habituellement	pour	le	diagnostic	de	la	maladie.	
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L’objectif	principal	a	été	de	tester	l’utilisation	des	pools	de	peptides	chevauchants	chez	

tous	 les	 enfants	 diabétiques	 et	 de	 quantifier,	 de	 ce	 fait,	 les	 fréquences	 des	 réponses	

lymphocytaires	T	dans	le	sang	circulant.		

L’objectif	 secondaire	 a	 été	 d’étudier	 plus	 spécifiquement	 les	 réponses	 anti-ZnT8	 dans	

une	population	pédiatrique.	

	

1)	Le	diabète	de	type	1	(ou	diabète	insulinodépendant)	

Le	diabète	est	une	maladie	chronique	caractérisée	par	une	défaillance	des	mécanismes	

de	 régulation	 de	 la	 glycémie	 :	 une	 hormone	 produite	 par	 le	 pancréas,	 l’insuline,	 	 est	

insuffisamment	 produite	 ou	 mal	 utilisée	 par	 l’organisme,	 aboutissant	 à	 une	

hyperglycémie	non	contrôlée.		

	

Cette	hyperglycémie	est	responsable	de	nombreuses	complications	dégénératives	à	long	

terme.	De	multiples	organes	peuvent	être	touchés,	notamment	les	systèmes	vasculaire	et	

nerveux.	 Le	 diabète	 constitue	 la	 cinquième	 cause	 de	 mortalité	 dans	 le	 monde	 et	

représente	en	France	la	première	cause	d’insuffisance	rénale	terminale,	de	cécité	avant	

65	 ans	 et	 d’amputation	 non	 traumatique,	 ce	 qui	 en	 fait	 une	 maladie	 grave	 et	 un	

problème	de	santé	publique.	

	

L’OMS	 s’accorde	 sur	 une	 définition	 purement	 biologique,	 en	 caractérisant	 un	 diabète	

sucré	en	présence	:	

o D’une	glycémie	à	jeun	supérieure	à	1,26	g/L	

o Ou	d’une	 glycémie	 aléatoire	 supérieure	 à	 2	 g	/L,	 accompagnée	de	 signes	

cliniques	d’hyperglycémie	

	

Une	distinction	est	 établie	entre	 le	diabète	de	 type	1	 (ou	 insulinodépendant,	 résultant	

d’une	carence	absolue	en	 insuline)	et	 le	diabète	de	 type	2	 (ou	non	 insulinodépendant,	

résultant	 d’une	 carence	 relative	 en	 insuline	 par	 insulinorésistance).	 Leurs	

caractéristiques	respectives	sont	illustrées	dans	le	tableau	1.	
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		 Type	1	 Type	2	
Age	de	survenue	 Enfant	et	adulte	jeune	 Après	35	ans	
Antécédents	familiaux	 Rares	 Fréquents	
Début	 Rapide	et	explosif	 Lent	et	insidieux	
Symptomatologie	 Bruyante	 Pauvre	
Poids	 Normal	ou	maigre	 Obésité	
Facteur	déclenchant	 	Souvent	présent	 Souvent	présent		
Hyperglycémie	au	diagnostic	 Majeure	 Modérée	
Cétose	 Souvent	présente	 Absente	
Complication	dégénérative	au	
diagnostic		 Absente	 Présente	dans	50%	des	cas	
Cause	principale	de	mortalité	 Insuffisance	rénale	 Maladie	cardiovasculaire	
Tableau	1	:	caractéristiques	du	diabète	de	type	1	et	de	type	2	
	

1.1 Epidémiologie 

En	 France,	 on	 dénombre	 environ	 3,5%	 de	 diabétiques	 dans	 la	 population,	 ce	 qui	

représente	 environ	 2	 millions	 de	 personnes,	 parmi	 lesquelles	 10%	 sont	 atteintes	 de	

diabète	de	type	1.		

	

L’incidence	annuelle	du	diabète	insulinodépendant	est	environ	de	13,5	cas	pour	100	000	

enfants	de	moins	de	15	ans	en	France.		

	

Deux	pics	d'incidence	ont	été	mis	en	évidence	:	le	premier	entre	5	et	7	ans,	le	second	au	

moment	 	 de	 la	 	 puberté.	 L'incidence	 suit	 également	 un	 rythme	 saisonnier,	 étant	 plus	

élevée	à	l'automne,	et	plus	basse	en	été.		

	

Alors	 que	 beaucoup	 de	 pathologies	 auto-immunes	 touchent	 préférentiellement	 les	

femmes,		le	sex-ratio	des	patients	atteints	de	diabète	de	type	1	semble	être	proche	de	1,	

avec	toutefois	une	controverse	sur	une	modeste	prédominance	chez	les	hommes(9,10).		

Une	exception	est	celle	où	le	diabète	est	une	manifestation	d’une	endocrinopathie	auto-

immune	associant	en	particulier	une	thyroïdite	;	les	patients	sont	alors	en	majorité	des	

femmes	adultes	jeunes.	
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Figure	1	:	carte	des	taux	d’incidence	annuels	(pour	100	000	habitants)	par	pays	du	diabète	
de	type	1	chez	les	enfants.	Soltész	et	al.	2006.	
	

Les	 études	 épidémiologiques	 ont	 montré	 que	 l'incidence	 suit	 également	 un	 gradient	

géographique	 nord-sud	 :	 les	 pays	 nordiques	 présentent	 une	 incidence	 très	 élevée	 (à	

l’instar	 de	 la	 Finlande	 avec	 60	 cas/100	 000/an),	 alors	 que	 les	 pays	 du	 sud	 ont	 une	

incidence	beaucoup	plus	faible	(Venezuela	et	Inde,	0.1	cas/100	000/an)(11–13).		

	

Par	ailleurs,	il	est	intéressant	de	noter	des	variations	significatives	d'incidence	:	

- Chez	 des	 pays	 pourtant	 voisins	:	 l'Estonie,	 bien	 que	 voisine	 de	 la	 Finlande,	

présente	une	incidence	trois	fois	moindre.	

- Chez	 des	 groupes	 de	 personnes	 de	mêmes	 origines,	mais	 vivant	 à	 des	 endroits	

différents	:	par	exemple,	 l’incidence	du	diabète	chez	 les	enfants	de	migrants	est	

identique	à	celle	de	 la	population	 locale,	et	non	à	celle	du	pays	d’origine	(figure	

2)(14)	
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Figure	2	:	comparaison	des	taux	d’incidence	du	diabète	de	type	1	chez	les	enfants	vivants	
au	Pakistan,	chez	les	enfants	de	migrants	pakistanais	dans	le	Yorkshire	et	de	la	population	
anglaise	locale.	Staines	A.	(1997)	and	Bodansky	H.J.	(1992).	
	

Des	 facteurs,	 comme	 l’environnement	 ou	 la	 génétique,	 jouent	 donc	 un	 rôle	 dans	 la	

survenue	du	diabète	de	type	1.	Différentes	hypothèses	ont	été	proposées	pour	expliquer	

le	rôle	de	 l’environnement.	L’une	des	plus	 importantes,	 l’hypothèse	de	 l’hygiène,	selon	

laquelle	la	plus	faible	exposition	aux	agents	infectieux	perturberait	le	fonctionnement	du	

système	 immunitaire,	 expliquerait	 la	 progression	 des	 allergies	 et	 des	 maladies	 auto-

immunes(15,16).	
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Figure	 3	:	 taux	 d’incidence	 annuelle	 entre	 1990	 et	 1999	 de	 la	 cohorte	 The	 DIAMOND	
Project	Group.	
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De	manière	générale,	l'incidence	est	en	augmentation	depuis	plusieurs	décennies	(avec	

par	 exemple	une	 croissance	 annuelle	de	3.3%	en	Suède,	 et	2.4%	en	Finlande),	 et	plus	

particulièrement	chez	les	moins	de	5	ans(17–21).	Le	diabète	de	type	1	constitue	ainsi	un	

véritable	problème	de	santé	publique	mondial,	actuel	et	futur.	

 

1.2 Physiopathologie 

Le	diabète	de	type	1	est	causé	par	la	destruction	auto-immune	sélective	des	cellules	bêta	

pancréatiques	 productrices	 d’insuline.	 Les	 autres	 cellules	 endocrines	 de	 l’îlot	 de	

Langerhans	ne	sont	pas	touchées.	

	

Un	double-effet	résulte	de	cette	carence	en	insuline	:		

- D’une	part,	cette	hormone,	indispensable	à	la	régulation	de	la	glycémie,	provoque	

normalement	l’entrée	du	glucose	dans	les	cellules,	notamment	les	adipocytes,	les	

hépatocytes	 et	 les	 cellules	 musculaires	 afin	 de	 constituer	 un	 stock	 d'énergie	

facilement	 mobilisable.	 En	 l’absence	 d’insuline,	 le	 glucose	 n’entre	 plus	 dans	

lesdites	cellules,	et	reste	en	circulation	dans	le	sang.		

- D’autre	part,	 l’absence	d’insuline	est	 interprétée	par	 les	organes	 régulateurs	du	

métabolisme	glucido-lipidique	(le	foie,	les	muscles	et	le	tissu	adipeux)	comme	un	

manque	 de	 glucose,	 donc	 une	 nécessité	 de	 l’économiser,	 voire	 d’en	 fabriquer,	

pour	le	bon	fonctionnement	cérébral.		

Ainsi,	dans	le	diabète	de	type	1,	malgré	la	poursuite	des	apports	alimentaires,	le	glucose	

s’accumule	dans	le	sang,	menant	à	une	hyperglycémie.	Celle-ci	apparaît	lorsqu’il	ne	reste	

plus	qu’environ	30%	de	cellules	bêta	fonctionnelles.		

	

Il	 s’agit	 de	 la	maladie	 chronique	 la	 plus	 fréquente	 de	 l’enfant.	 Le	 diagnostic	 est	 établi	

suite	à	l’identification	du	syndrome	cardinal	typique	(caractérisé	par	une	glycosurie,	une	

polyurie,	 une	 déshydratation,	 un	 amaigrissement	 et	 une	 asthénie,	 associés	 de	 façon	

inconstante	 à	 une	 polyphagie),	 ou	 d’une	 complication	 métabolique	 (acidocétose	

diabétique).	

	

Le	traitement	repose	sur	l’administration	pluriquotidienne	d’insuline.		
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Le	diabète	de	type	1	est	une	maladie	d’origine	auto-immune,	ce	que	viennent	étayer	les	

éléments	suivants,	qui	seront	en	outre	détaillés	par	la	suite	:		

- Des	 autoanticorps	 dirigés	 contre	 les	 antigènes	 de	 la	 cellule	 bêta	 pancréatique	

sont	retrouvés	dans	le	sérum	des	patients	diabétiques.	

- L’histologie	des	prélèvements	pancréatiques	humains	post-mortem	montre	une	

infiltration	 des	 ilots	 de	 Langerhans	 par	 des	 cellules	 de	 l’immunité	dont	 une	

majorité	 de	 lymphocytes	 T,	 avec	 une	 prédominance	 des	 lymphocytes	 T	

cytotoxiques	CD8+	lors	de	l’insulite(22).		

- Le	diabète	est	 fortement	associé	avec	 le	système	HLA,	certains	polymorphismes	

étant	des	facteurs	de	prédisposition,	d’autres	des	facteurs	protecteurs.		

- Quelques	cas	de	transfert	du	diabète	sont	décrits	lors	d’une	greffe	de	moelle	entre	

deux	jumeaux	HLA	identiques,	montrant	 l’origine	immunitaire	de	 la	maladie.	Le	

receveur,	non	diabétique	lors	de	la	greffe,	le	devient	dans	les	mois	ou	années	qui	

suivent	la	greffe	(le	donneur	étant	diabétique	au	moment	du	don)(23).		

- La	souris	NOD,	modèle	expérimental	très	similaire	sur	de	nombreux	aspects	à	ce	

qui	se	passe	chez	l’homme,	développe	spontanément	la	maladie	entre	90	et	180	

jours	de	vie.	C’est	essentiellement	sur	ce	modèle	que	reposent	la	compréhension	

de	 la	 physiopathologie	 du	 diabète,	 mais	 également	 l’exploration	 de	 possibles	

voies	thérapeutiques.	Le	rôle	pathogène	direct	des	 lymphocytes	T	est	démontré	

par	 l’induction	 d’un	 diabète	 chez	 un	 receveur	 immuno-incompétent	 par	

l’injection	 de	 splénocytes	 de	 souris	 NOD	 diabétique	 (figure	 4).	 De	 plus,	 les	

lymphocytes	T	impliqués	chez	la	souris	NOD	sont	spécifiques	d’autoantigènes	des	

ilots	 bêta,	 comme	 l’insuline(24,25),	 la	 décarboxylase	 de	 l’acide	 glutamique	

(GAD)(26,27),	ou	l’IGRP	(Islet	specific	G6P	related	protein)(28).	

- Enfin,	 les	immuno-interventions	ciblant	les	lymphocytes	T	sont	efficaces	pour	la	

prévention	et	le	traitement	de	la	pathologie	chez	la	souris	NOD	et	ont	également	

montré	des	résultats	encourageants	chez	les	patients(29,30).	
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Figure	 4	:	 transfert	 du	 diabète	 chez	 un	 receveur	 immuno-incompétent	 par	 l’injection	 de	
splénocytes	de	souris	NOD	diabétiques	
	

L’histoire	naturelle	du	diabète,	déterminée	grâce	aux	études	 familiales	et	aux	modèles	

animaux,	se	décompose	en	trois	phases	successives	:		

- Une	 phase	 préclinique,	 silencieuse	 et	 étalée	 sur	 plusieurs	 mois	 ou	 années,	

pouvant	être	subdivisée	en	deux	étapes	:	 la	première,	non	destructrice,	pendant	

laquelle	 le	processus	auto-immun	débute	et	progresse	;	 la	 seconde,	au	cours	de	

laquelle	a	lieu	la	destruction	des	cellules	bêta	;		

- L’expression	 clinique	 de	 la	 maladie,	 lorsque	 la	 sécrétion	 d’insuline	 devient	

insuffisante,	correspondant	à	une	destruction	de	plus	de	70%	des	cellules	bêta	;		

- Une	phase	clinique	séquellaire.		

Les	 différents	 essais	 de	 prévention	 et	 de	 traitement	 actuels	 reposent	 sur	 ce	 modèle	

théorique	 incomplet,	 dont	 nombre	 de	 paramètres	 restent	 méconnus	:	 la	 vitesse	 de	

progression,	l’existence	de	points	de	non-retour	(checkpoints),	la	régénération	possible	

des	cellules	bêta.		

	

Par	essence,	le	diabète	de	type	1	est	une	maladie	multifactorielle.	Son	étiologie	implique	

la	 présence	 de	 facteurs	 génétiques	 de	 prédisposition,	 qui,	 associés	 aux	 	 facteurs	

environnementaux,	permettent	d’une	part	la	rupture	de	tolérance	aux	autoantigènes	des	

ilots	 bêta	 et	 le	 développement	 d’un	 processus	 auto-immun,	 et	 d’autre	 part,	 la	

progression	de	la	maladie.	
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Des	facteurs	génétiques	:	

L’existence	de	facteurs	génétiques	de	prédisposition	est	insuffisante	pour	induire	à	elle-

seule	 une	 auto-immunité	 pathologique.	 Le	 diabète	 peut	 être	 qualifié	 de	 maladie	

polygénique	 à	 pénétrance	 variable.	 C’est	 en	 effet	 ce	 que	 viennent	 appuyer	 des	 études	

menées	chez	des	jumeaux	homozygotes,	qui	montrent	une	concordance	pour	la	maladie	

dans	seulement	40%	des	cas.		

	

Les	 principaux	 gènes	 de	 susceptibilité	 impliqués	 sont	 ceux	 du	 complexe	 majeur	

d'histocompatibilité	 (CMH).	 Ainsi,	 certains	 polymorphismes	HLA	de	 classe	 II	 (DR/DQ)	

augmentent	le	risque	de	développer	un	diabète	de	type	1	chez	le	sujet	porteur,	comme	

par	 exemple	 les	 allèles	 à	 risque	 DQB1*0201	 et	 DQB1*0302(31).	 A	 l’inverse,	 certains	

allèles	sont	dits	protecteurs	(tableau	2).		

	

Haplotypes	prédisposants	
DR4-DQ8	(DQB1*0302)		

DR3-DQ2	(DQB1*0201)	

Génotypes	prédisposants	
DR4-DQ8	/	DR3-DQ2	

DR4-DQ8	/	DR4-DQ8	

Haplotypes	protecteurs	 DQ6	(DQB1*0602)	

Tableau	2	:	exemples	de	polymorphismes	HLA	prédisposants	et	protecteurs	
	

De	nombreux	autres	gènes	non	CMH	sont	également	associés	à	 la	maladie.	Le	gène	de	

l’insuline	peut	également	être	cité	avec	 la	séquence	répétée	VNTR	I	courte	constituant	

un	 facteur	 de	 susceptibilité	 à	 l’inverse	 de	 la	 séquence	 répétée	 VNTR	 III	 longue	

protectrice	(détail	ci-après).	

	

D’autres	 gènes	 ont	 également	 été	 identifiés	 comme	 des	 facteurs	 de	 prédisposition	 au	

diabète	de	type	1,	à	l’instar	du	gène	PTPN22,	qui	présente	un	Odds	ratio	supérieur	à	2	

(figure	 5).	 L’Odds	 ratio	 exprime	 ici	 le	 degré	 de	 dépendance	 entre	 la	 survenue	 de	 la	

maladie	et	la	présence	ou	non	d’un	gène	donné.	Un	Odds	ratio	proche	de	1	signifie	que	

les	 deux	 variables	 sont	 indépendantes.	 En	 revanche,	 lorsqu’il	 est	 supérieur	 à	 1,	 la	

maladie	est	plus	fréquente	dans	le	groupe	porteur	du	gène	étudié.		
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Il	est	ainsi	à	noter	que	 la	plupart	des	gènes	de	prédisposition	 identifiés	présentent	un	

Odds	 ratio	 très	 bas	 (souvent	 inférieur	 à	 1,5),	 ce	 qui	 est	 synonyme	 d’une	 faible	

dépendance	avec	la	survenue	du	diabète	de	type	1.	

 

Figure 5 : Odds ratio des différents gènes impliqués dans le diabète. Pociot Diabetologia 
2010. 
 
Différents	 modèles	 de	 prédiction	 associant	 plusieurs	 gènes	 de	 susceptibilité	 sont	 à	

l’étude.	 Par	 exemple,	 sur	 la	 cohorte	 prospective	 DAISY,	 deux	 modèles,	 l’un	 associant	

trois	facteurs	et	l’autre	dix,	semblent	prometteurs(32).	

	

Des	facteurs	environnementaux	:	

Comme	 le	 suggèrent	 certaines	 données	 épidémiologiques	 susmentionnées,	

l’environnement	apparaît	jouer	un	rôle	dans	le	développement	de	la	maladie.		

Un	 exemple	 frappant	 est	 celui	 de	 la	 Carélie	 finlandaise	 et	 de	 la	 Carélie	 russe,	 régions	

voisines	 peuplées	 par	 des	 habitants	 de	 même	 origine	 génétique	 mais	 que	 la	 Guerre	

Froide	 a	 longtemps	 isolées,	 La	 différence	 notable	 d’incidence	 de	 la	maladie	 entre	 ces	

deux	 régions	 plaide	 en	 efaveur	 d’un	 rôle	 environnemental	 fort,	 les	 fréquences	 du	

génotype	prédisposant	HLA	DQ	étant	similaires	dans	les	deux	populations(33).	
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Parmi	les	nombreux	facteurs	environnementaux	incriminés,	une	contribution	virale	est	

fortement	suspectée	et	le	mécanisme	en	serait	une	perte	de	tolérance	périphérique,	soit	

par	 infection	 directe	 (le	 virus	 pancréatotrope	 induirait	 une	 inflammation	 locale	 et	

conséquemment	 une	 augmentation	 de	 l’immunogénicité	 des	 autoantigènes),	 soit	 par	

activation	par	contiguïté	ou	«	bystander	»	ou	par	mimétisme	moléculaire	(entre	le	virus	

Coxsackie	B4	et	l’autoantigène	GAD,	figure	6(26)).	Un	variant	de	l’entérovirus	Coxsackie	

B4	 a	 de	 plus	 été	 isolé	 d’un	 pancréas	 d’un	 patient	 décédé	 d’une	 acidocétose	

diabétique(34).		

 

 
Figure	6	:	mimétisme	moléculaire	:	comparaison	des	séquences	peptidiques	de	GAD65	et	de	
la	protéine	2C	du	virus	Coxsackie	B4.	
	

Les	hypothèses	selon	lesquelles	des	virus	comme	la	rubéole,	les	oreillons,	le	rotavirus	ou	

le	CMV	pourraient	être	incriminés	n’ont	jamais	été	confirmées.	

	

Un	 lien	 est	 établi	 entre	 la	 vitamine	 D	 et	 le	 diabète	 de	 type	 1.	 Chez	 la	 souris	 NOD,		

l’administration	de	vitamine	D	prévient	 l’insulite	et	 la	 survenue	de	 la	maladie	 (35,36),	

notamment	par	 son	 rôle	d’immuno-modulation	 sur	 les	 cellules	dendritiques(37).	 Chez	

l’homme,	 des	 études	montrent	 une	 forte	 prévalence	 de	 déficit	 en	 vitamine	D	 chez	 les	

patients	 diabétiques(38).	 La	 supplémentation	 en	 vitamine	 D	 durant	 la	 grossesse	 et	

l’enfance	 diminue	 le	 risque	 de	 développer	 un	 diabète	 de	 type	 1(39).	 En	 revanche,	

d’autres	 études,	 sur	 des	 cohortes	 importantes	 comme	 l’étude	 DAISY,	 nuancent	 ces	

observations,	 ne	mettant	 pas	 en	 évidence	 d’association	 entre	 la	maladie	 et	 le	 taux	 de	

vitamine	D	chez	les	individus	suivis	(40).		

	

Outre	 la	vitamine	D,	 l’alimentation	serait	un	 facteur	de	 risque	associé	à	 la	maladie,	 en	

particulier	l’exposition	précoce	aux	protéines	complexes	du	lait	de	vache.	L’étude	TRIGR	

montre	une	diminution	de	50%	de	l’incidence	cumulative	des	autoanticorps	du	diabète	à	

l’âge	moyen	de	4,7	ans	dans	le	groupe	d’enfants	recevant	une	formule	de	lait	fortement	

hydrolysé	lors	du	sevrage	par	rapport	au	groupe	contrôle(41).		
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Plusieurs	 mécanismes	 pourraient	 expliquer	 les	 bénéfices	 du	 lait	 hydrolysé	 en	

comparaison	 du	 lait	 de	 vache,	 à	 savoir	:	 la	 non-exposition	 précoce	 à	 l’insuline	 bovine	

présente	 dans	 le	 lait	 de	 vache(42),	 la	 meilleure	 maturation	 des	 lymphocytes	 T	

régulateurs	dans	le	tissu	lymphoïde	associé	aux	muqueuses	intestinales(43)	ou	encore	la	

modification	du	microbiote.		

	

Plus	récemment,	a	été	proposée	la	participation	active	du	microbiote	intestinal	dans	la	

survenue	 du	 diabète.	 Par	 exemple,	 l’administration	 de	 cathélicidines	 chez	 des	 souris	

NOD	prédiabétiques,	qui	ne	produisent	pas	ce	peptide	antimicrobien,	réduit	l’incidence	

de	 la	 maladie.	 Les	 cathélicidines	 sont	 normalement	 produites	 par	 les	 cellules	 bêta	;	

production	modulée	 par	 des	 acides	 gras	 à	 chaines	 courtes	 produits	 par	 le	microbiote	

intestinal.	Ainsi,	 la	manipulation	du	microbiote	chez	 la	souris	NOD	permet	de	moduler	

l’inflammation	au	niveau	des	ilots	de	Langerhans(44).	

Chez	 l’homme,	 une	 étude	 récente	 a	 mis	 en	 évidence	 un	 changement	 du	 microbiote	

intestinal	 chez	 les	 enfants	 diabétiques,	 et	 ce	 bien	 avant	 l’apparition	 de	 la	 maladie	

clinique.	En	effet,	dès	la	séroconversion	(définie	par	la	présence	d’au	moins	deux	auto-

anticorps	 du	 diabète),	 l’étude	 faisait	 observer	 une	modification	 de	 la	 composition	 du	

microbiote,	 allant	 de	 pair	 avec	 une	 diminution	 de	 la	 diversité	microbienne	 (figure	 7),	

comparativement	 aux	 sujets	 sains	 et	 aux	 individus	 faisant	 une	 séroconversion	 mais	

n’évoluant	 pas	 vers	 la	maladie(45).	 L’origine	de	 ces	modifications	du	microbiote	n’est	

pas	 connue	;	 il	 est	 toutefois	 impossible	 de	 les	 étiqueter	 comme	 une	 cause	 ou	 une	

conséquence	du	diabète	de	type	1.	
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Figure	7	:	diversité	microbienne	en	fonction	du	temps,	chez	les	enfants	sains,	diabétiques,	et	
ceux	présentant	uniquement	une	séroconversion.	Kostic	et	al.	2015.	
	

	

Le	développement	du	processus	auto-immun	:	

L’initiation	 du	 processus	 auto-immun	 nécessite	 une	 perte	 de	 tolérance	 aux	

autoantigènes	de	la	cellule	bêta	:	

- Un	défaut	de	 tolérance	centrale	provoquant	un	échappement	de	 lymphocytes	T	

autoréactifs.	Par	exemple,	l’allèle	de	susceptibilité	VNTR	I	induit	une	diminution	

de	 l’expression	de	 la	 pro-insuline	 thymique	 et	 donc	 de	 la	 délétion	 centrale	 des	

lymphocytes	T	spécifiques	de	celle-ci.	

- Une	 perte	 de	 tolérance	 périphérique	 par	 un	 changement	 des	 conditions	 de	

présentation	des	autoantigènes	et	une	activation	des	lymphocytes	T	autoréactifs.	

Plusieurs	 causes	 peuvent	 être	 évoquées	:	 l’inflammation	 locale,	 le	 mimétisme	

moléculaire	ou	encore	la	présence	d’autoantigènes	modifiés	(peptides	hybrides).	
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Des	facteurs	de	progression	peuvent	également	intervenir	dans	le	développement	de	ce	

processus,	 comme	 les	 gènes	 de	 résistance	 ou	 de	 susceptibilité	 à	 l’auto-immunité	 des	

cellules	bêta(46).	L’influence	des	circuits	immuno-régulateurs	joue	certainement	un	rôle	

avec	 des	 anomalies	 des	 lymphocytes	 T	 régulateurs.	 Chez	 la	 souris	 NOD,	 ces	 derniers	

peuvent	voir	leur	capacité	régulatrice	diminuer.	Les	lymphocytes	T	pathogènes	peuvent	

également	résister	à	la	régulation(47).	

 

1.3 Le rôle pathogène des lymphocytes T 

Bien	 que	 les	 mécanismes	 initiateurs	 ne	 soient	 pas	 connus,	 il	 est	 admis	 que	 les	

autoantigènes	de	 la	 cellule	bêta,	 les	 cellules	dendritiques,	 les	 lymphocytes	B	 et	T	 sont	

impliqués	dans	le	processus	auto-immun	du	diabète	de	type	1.		

	

Les	 lymphocytes	 T	 autoréactifs	 pathogènes	 ont	 été	 mis	 en	 évidence	 par	 différents	

moyens,	qui	seront	détaillés	plus	bas	:	

- Des	 données	 chez	 l’homme	:	 des	 prélèvements	 post-mortem	 chez	 des	 sujets	

diabétiques	 montrent	 une	 infiltration	 des	 ilots	 de	 Langerhans	 par	 des	 cellules	

mononuclées,	dont	une	majorité	de	lymphocytes	T	;		

- Des	 expériences	 menées	 sur	 la	 souris	 NOD,	 modèle	 animal	 se	 rapprochant	 du	

modèle	 humain,	 permettent	 d’incriminer	 les	 lymphocytes	 T	 dans	 le	

développement	de	la	maladie	;		

- Des	stratégies	d’immuno-intervention	ciblant	 les	 lymphocytes	T	se	sont	avérées	

efficaces	pour	prévenir	la	maladie,	voire	pour	favoriser	sa	régression.		

	

Rares	sont	les	données	collectées	chez	des	patients.	En	effet,	 le	pancréas	est	un	organe	

profond	difficilement	accessible	pour	une	biopsie,	 cette	dernière	étant	de	surcroit	peu	

acceptable	d’un	point	de	vue	éthique.		

Quelques	 études	 sur	 des	 prélèvements	 de	 pancréas	 post-mortem	 chez	 des	 sujets	

diabétiques	ont	cependant	pu	montrer	une	infiltration	des	ilots	de	Langerhans	par	des	

cellules	de	l’immunité	avec	une	majorité	de	lymphocytes	T.	Plus	exactement,	au	sein	de	

l’insulite,	 les	 lymphocytes	T	cytotoxiques	(CD8+)	prédominent	 largement,	associés	aux	

lymphocytes	T	auxiliaires	(CD4+)	présents	dans	une	moindre	mesure.	Les	macrophages	

sont	 également	 nombreux,	 avec	 une	 apparition	 précoce	 lors	 de	 la	 constitution	 de	
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l’infiltrat	 inflammatoire	 et	 une	 persistance	 tardive.	 Enfin,	 les	 lymphocytes	 B	 (CD20+),	

bien	que	présent	dès	 le	début,	sont	recrutés	au	fur	et	à	mesure	de	la	mort	des	cellules	

bêta(22,48).	

D’autres	 études,	 réalisées	 cette	 fois	 sur	 le	 sang	 de	 sujets	 diabétiques,	 ont	 mis	 en	

évidence	une	diminution	de	 la	sécrétion	d’insuline	 lors	de	 la	mise	en	culture	d'ilots	de	

Langerhans	de	souris	avec	les	lymphocytes	T	des	patients,	par	rapport	aux	ilots	cultivés	

seuls(49).	

	

La	souris	NOD	est	un	modèle	expérimental	 spontané,	 caractérisé	par	 la	 survenue	d’un	

diabète	entre	90	et	180	 jours,	préférentiellement	chez	 les	 femelles	 (incidence	60-80%	

versus	 20-30%	 chez	 les	 males)(50).	 Ce	 modèle	 mime	 de	 manière	 assez	 fidèle	 la	

pathologie	humaine.	Ainsi,	 l’apparition	de	l’hyperglycémie	est	précédée	d’une	phase	de	

pré-diabète	;	 les	premières	cellules	mononuclées	infiltrant	 les	 ilots	de	Langerhans	sont	

détectées	 dès	 3	 semaines	 d’âge.	 On	 note	 que	 la	 souris	 NOD	 présente	 également	 des	

manifestations	auto-immunes	extra-pancréatiques	comme	une	thyroïdite	ou	une	sialite.	

De	nombreuses	expériences	ont	été	réalisées	sur	ce	modèle,	et	permettent	d’incriminer	

les	lymphocytes	T	dans	le	développement	de	la	maladie	:	

• L’injection	 d’anticorps	 anti-thymocytes	 prévient	 l’apparition	 de	 la	 maladie,	

laissant	suggérer	le	rôle	des	lymphocytes	T	dans	la	physiopathologie	diabète(51).	

• L'injection	 d'anticorps	 anti-CD3	 (anti-lymphocytes	 T)	 réduit	 l’incidence	 du	

diabète	et	de	l’insulite(52).	

• Il	 est	 possible	 d’induire	 un	 diabète	 chez	 des	 souris	 NOD	 athymiques	en	 leur	

transférant	des	cellules	de	souris	NOD	diabétiques.	L’injection	de	lymphocytes	T	

CD4+	et	CD8+	provoque	une	insulite	et	un	diabète	chez	les	souris	;	l’injection	de	

lymphocytes	T	CD4+	uniquement	induit	une	insulite	mais	pas	de	diabète	;	enfin,	

l’injection	de	lymphocytes	T	CD8+	seuls	ne	provoque	ni	insulite	ni	diabète(53).	

• Le	diabète	est	prévenu	par	la	thymectomie	néonatale,	avec	une	réduction	de	près	

de	moitié	de	l’incidence	de	l’insulite(54).	

• L’injection	 d'anticorps	 anti-récepteur	 à	 l'IL2	 prévient	 la	 survenue	 du	 diabète,	

limitant	la	prolifération	des	lymphocytes	T(55).	

• L'évolution	du	diabète	ralentit	suite	à	l’administration	d’anticorps	dirigés	contre	

des	protéines	d'adhésion,	 indispensables	à	 la	migration	des	 lymphocytes	T	vers	

l'îlot,	à	l’instar	de	la	molécule		Mucosal-Addressin	CAM1(56).	
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Les	stratégies	d’immuno-intervention	ciblant	les	lymphocytes	T,	comme	par	exemple	les	

anticorps	 anti-CD3,	 semblent	 prometteuses	 dans	 des	 modèles	 précliniques	 mais	

également	 lors	 d’essais	 thérapeutiques.	 Ces	 anticorps	 ont	 montré	 des	 résultats	

encourageants	chez	la	souris	NOD,	avec	une	prévention	de	l’apparition	du	diabète.	Leur	

administration	 dans	 les	 premiers	 jours	 de	 la	 maladie	 déclarée	 permet	 même	 une	

rémission	complète	et	durable	du	diabète	chez	64	à	80%	des	animaux(29).		

Plusieurs	essais	cliniques	de	phase	2	ont	été	réalisés	chez	l’homme.	Dans	l’un	deux,	les	

anticorps	anti-CD3	étaient	injectés	à	des	patients	nouvellement	diagnostiqués	(recevant	

un	traitement	par	insuline	depuis	moins	de	4	semaines)	;	le	groupe	contrôle	recevait	un	

placebo.	Les	doses	d’insuline	nécessaires	au	 contrôle	de	 la	glycémie	à	18	mois	étaient	

inférieures	 dans	 le	 groupe	 traité.	 Le	 traitement	 par	 anti-CD3	 préserve	 donc	 la	 cellule	

bêta	pendant	un	minimum	de	18	mois(30).	

	

	

	
Figure	8	:	physiopathologie	du	diabète	de	type	1.	Van	Belle	TL,	et	al.	Physiol	Rev.	2011.		
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La	 figure	 8	 résume	 la	 physiopathologie	 du	 diabète	 de	 type	 1	et	 les	 mécanismes	

immunologiques	effecteurs	 impliqués	 :	des	 facteurs	génétiques	de	susceptibilité	et	des	

facteurs	 environnementaux	 favorisants	 voire	 déclencheurs	 vont	 permettre	 le	

développement	progressif	d’un	processus	auto-immun	dirigé	contre	des	autoantigènes	

de	la	cellule	bêta.	La	diminution	de	la	masse	fonctionnelle	de	cellules	bêta	aboutit	à	une	

carence	absolue	en	insuline,	synonyme	de	maladie	clinique.	

	
	

2)	Les	autoantigènes	des	cellules	bêta	insulinosécrétrices	

Le	processus	de	destruction	auto-immun	cible	des	autoantigènes	issus	de	la	cellule	bêta	

pancréatique.	Ces	autoantigènes	sont	 l’insuline,	 la	décarboxylase	de	 l’acide	glutamique	

GAD,		la	tyrosine	phosphatase	IA2,	le	transporteur	de	zinc	ZnT8(57)	et	l’IGRP.		

	
Les	 autoantigènes	 sont	 excrétés	 par	 la	 cellule	 bêta	 et/ou	 libérés	 lors	 de	 la	 mort	

cellulaire.	 Ils	 sont	 pour	 la	 plupart	 localisés	 au	 niveau	 du	 système	 de	 sécrétion	 de	

l’insuline,	pour	partie	dans	le	granule	de	sécrétion	lui-même.	

La	destruction	de	 la	cellule	bêta	peut	être	causée	par	différents	mécanismes.	Plusieurs	

ont	été	mis	en	évidence	grâce	aux	modèles	animaux.	Tout	d’abord,	l’inflammation	locale	

peut	induire	l’apoptose	de	la	cellule,	plus	précisément	les	cytokines	pro-inflammatoires	

sécrétées	par	les	différents	acteurs	de	l’immunité	en	présence	(à	l’instar	de	l’interféron	

gamma,		le	facteur	de	nécrose	tumorale	TNF-α,	et	l’interleukine-1bêta).	L’apoptose	peut	

aussi	être	provoquée	directement	par	 l’expression	du	 ligand	de	Fas	(système	Fas/Fas-

Ligand)	par	 les	 lymphocytes	T	activés.	 	Enfin,	 il	peut	y	avoir	une	cytotoxicité	cellulaire	

directe	via	les	lymphocytes	T	cytotoxiques	CD8+	(système	perforine/granzime)(58–61).		

	

L’insuline	et	l’IGRP	sont	des	antigènes	spécifiques	de	la	cellule	bêta,	contrairement	aux	

autres	 antigènes	 identifiés	 comme	 cibles	 par	 les	 lymphocytes	 T	 autoréactifs	 dans	 le	

diabète,	qui	peuvent	être	retrouvés	ailleurs	dans	l’organisme,	principalement	au	niveau	

du	système	nerveux	central	en	lien	avec	la	dérivation	embryologique.		
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ð L’insuline	

Premier	autoantigène	à	avoir	été	découvert,	l’insuline,	dans	certains	modèles	dont	celui	

de	la	souris	NOD,	est	considérée	comme	l’autoantigène	initial.	

Chez	 un	 individu	 présentant	 une	 susceptibilité	 auto-immune,	 la	 présentation	 de	

l’insuline	 et	 l’activation	 de	 lymphocytes	 T	 spécifiques	 constitue	 le	 point	 de	 départ	 du	

processus	 auto-immun.	 Les	 autres	 autoantigènes	 se	 trouvent	 ensuite	 exposés	

secondairement	et	progressivement,	du	fait	de	la	progression	du	processus	auto-immun,	

de	 l’inflammation	 locale	 et	 de	 l’apoptose	 des	 cellules	 beta,	 aboutissant	 à	 l’activation	

d’autres	spécificités	lymphocytaires	et	constituant	le	phénomène	de	la	dérive	épitopique	

(intra-	et	inter-moléculaire).		

	

Ainsi,	 le	 fait	 de	 transférer	 des	 clones	 de	 lymphocytes	 T	 CD4+	 et	 CD8+	 reconnaissant	

spécifiquement	 l’insuline	 induit	un	diabète	chez	 la	souris(62).	Parallèlement,	 certaines	

variations	 génétiques,	 en	 réduisant	 l’expression	 de	 l’insuline	 dans	 le	 thymus	 et	 les	

organes	 lymphoïdes,	 provoquent	 un	 défaut	 de	 la	 tolérance	 centrale,	 résultant	 en	 un	

échappement	de	lymphocytes	T	autoréactifs(63).	La	séquence	répétée	VNTR	I	courte	est	

ainsi	 un	 facteur	 de	 susceptibilité	 ayant	 pour	 conséquences	 une	 diminution	 de	 la	 pro-

insuline	thymique,	une	diminution	de	la	délétion	centrale	des	lymphocytes	T	spécifiques	

de	 celle-ci,	 et	 donc	 un	 répertoire	 périphérique	 riche	 en	 lymphocytes	 T	 autoréactifs.	 A	

l’inverse,	la	séquence	répétée	VNTR	III	longue	est	protectrice.	

	

D’un	poids	moléculaire	d’environ	6kDa,	l’insuline	est	un	hétérodimère	constitué	de	deux	

chaines	 polypeptidiques,	 à	 savoir	 la	 chaine	 A	 (constituée	 de	 21	 acides	 aminés)	 et	 la	

chaine	B	(de	30	acides	aminés),	reliées	toutes-deux	par	deux	ponts	disulfures.		

L’insuline	existe	sous	forme	monomérique,	ce	qui	est	sa	forme	active.		Elle	peut	aussi	se	

dimériser	 spontanément.	 Subséquemment,	 trois	 dimères	 peuvent	 s’associer	 autour	 de	

deux	atomes	de	zinc	pour	former	un	hexamère.	Cette	forme	hexamèrique,	quant	à	elle,	

est	la	forme	de	stockage	dans	les	granules	de	sécrétion	de	la	cellule	bêta.	

	

Le	 précurseur	 de	 l’insuline,	 la	 prépro-insuline,	 est	 codé	 par	 un	 gène	 situé	 sur	 le	 bras	

court	 du	 chromosome	 11.	 La	 prépro-insuline	 passe	 dans	 la	 lumière	 du	 réticulum	

endoplasmique	 grâce	 au	 peptide	 signal,	 qui	 est	 ensuite	 clivé	 par	 les	 enzymes	

protéolytiques	 du	 RE	 pour	 former	 la	 pro-insuline.	 Cette	 dernière	 traverse	 le	 cis-golgi	
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puis	 le	 trans-golgi,	 où	 elle	 est	 clivée	 pour	 donner	 le	 peptide	 C	 et	 l’insuline.	 Ces	 deux	

molécules	sont	sécrétées	par	exocytose	dans	des	proportions	équimolaires.	

	

Plusieurs	peptides	 immunodominants	HLA	A2	restreints	ont	été	 identifiés,	notamment	

au	niveau	de	la	pro-insuline(64).	

	

La	 souris	 possède	 deux	 gènes	 de	 l’insuline,	 ins1	 et	 ins2.	 	 Chez	 la	 souris	 NOD,	

l’invalidation	du	gène	 ins2	provoque	une	accélération	du	développement	du	diabète	et	

une	 augmentation	 de	 la	 production	 d’anticorps	 anti-insuline(65).	 	 A	 l’inverse,	 chez	 la	

souris	 NOD	 invalidée	 pour	 le	 gène	 ins1,	 on	 observe	 une	 diminution	 de	 l’incidence	 du	

diabète	et	de	l’insulite,	bien	que	les	anticorps	anti-insuline	restent	présents(66).	

	

ð La	décarboxylase	de	l’acide	glutamique	

La	 décarboxylase	 de	 l’acide	 glutamique	 GAD65	 a	 été	 identifiée	 très	 tôt	 comme	 un	

autoantigène	du	diabète	de	type	1(67).	C’est	une	enzyme	importante	qui	intervient	dans	

la	 production	 du	 neurotransmetteur	 GABA,	 l’acide	 gamma	 amino-butyrique.	 Elle	 est	

retrouvée	 dans	 les	 cellules	 bêta,	 mais	 également	 au	 niveau	 du	 système	 nerveux.	 Sa	

fonction	au	sein	du	pancréas	n’est	pas	parfaitement	connue,	elle	jouerait	un	rôle	local	de	

régulateur	 de	 la	 sécrétion	 du	 glucagon(68).	 A	 noter	 que	 des	 souris	 invalidées	 pour	

GAD65	ne	présentent	aucune	dysfonction	pancréatique(69).	On	notera	qu’il	existe	deux	

isoformes	 de	 GAD,	 GAD65	 et	 GAD67,	 partageant	 65%	 d’homologie.	 Leurs	 activités	

enzymatiques	 sont	 identiques	 mais	 GAD65	 présente	 une	 plus	 grande	 flexibilité	 au	

niveau	de	sa	région	carboxy-terminale,	cette	flexibilité	étant	corrélée	à	son	antigénicité	

supérieure(70).	

	

ð La	phosphatase	IA2	

La	phosphatase	IA2	est	un	peptide	signal	membranaire,	situé	au	niveau	des	granules	de	

sécrétion	 de	 l’insuline.	 Il	 se	 compose	 d’une	 partie	 extra-membranaire,	 une	

transmembranaire	 et	une	 intra-membranaire.	 Son	 rôle,	 bien	qu’encore	méconnu,	 tient	

probablement	 de	 son	 influence	 sur	 la	mobilité	 des	 granules	 dans	 le	 cytoplasme	 de	 la	

cellule	bêta.		

Chez	 les	 souris	 invalidées	 pour	 IA2,	 les	 ilots	 de	 Langerhans	 contiennent	 moins	 de	

granules	d’insuline,	et	moins	d’insuline	est	excrétée(71).		
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ð Le	transporteur	du	zinc	ZnT8	

La	concentration	en	zinc	au	niveau	des	 ilots	de	Langerhans	est	une	des	plus	élevée	de	

l’organisme(72).	 Comme	mentionné	précédemment,	 le	 zinc	 est	nécessaire	 au	 stockage	

de	l’insuline,	sous	sa	forme	hexamèrique.	Le	transporteur	de	zinc	le	plus	fréquemment	

exprimé	au	niveau	des	cellules	bêta	est	ZnT8,	peptide	de	369	acides	aminés	codé	par	le	

gène	SLC30A8.		ZnT8	est	principalement	localisé	au	niveau	des	vésicules	de	sécrétion	de	

l’insuline.	 	 Le	 rôle	 spécifique	 de	 ZnT8	 n’est	 pas	 clairement	 identifié,	 étant	 donné	 que	

d’autres	transporteurs	de	zinc	sont	également	présents	dans	la	cellule	bêta.		

La	 souris	 NOD	 invalidée	 pour	 ZnT8	 développe	 une	 intolérance	 au	 glucose	 et	 des	

granules	de	sécrétion	d’insuline	atypiques(73).	

	

ð La	chromogranine	A	

La	 chromogranine	 A	 est	 retrouvée	 dans	 les	 tissus	 neuroendocriniens,	 comprenant	 la	

zone	médullaire	de	 la	glande	surrénale,	 le	système	nerveux	central	et	 le	pancréas.	Elle	

appartient	 à	 la	 famille	 des	 granines.	 Récemment	 identifiée	 comme	 autoantigène	 du	

diabète(74),	 la	 chromogranine	A	 est	 un	 des	 composants	 des	 granules	 de	 sécrétion	 de	

l’insuline.	Chez	la	souris	invalidée	pour	la	chromogranine	A,	les	ilots	pancréatiques	sont	

présents	en	plus	petit	nombre	et	la	production	d’insuline	est	réduite.	Chez	la	souris	NOD,	

elle	aussi	invalidée	pour	la	chromogranine	A,	l’incidence	du	diabète	diminue	(figure	9),	

suggérant	son	rôle	essentiel	dans	l’initiation	et	le	développement	de	la	maladie(75).	

	
Figure	 9	:	 suivi	 sur	 12	 mois	 de	 souris	 NOD	 et	 de	 souris	 NOD	 invalidées	 pour	 la	
chromogranine	A.	Rocky	L.	Baker	et	al.	J	Immunol	2016.	
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ð L’IGRP	(Islet	specific	G6P	related	protein)	

L’IGRP,	 de	 la	 famille	 des	 glucose-6-phosphatases,	 est	 une	 glycoprotéine	 du	 réticulum	

endoplasmique	 et	 a	 été	 identifiée	 comme	 une	 cible	 des	 lymphocytes	 T	 chez	 la	 souris	

NOD(76)	et	chez	l’homme(5).	Chez	la	souris	invalidée	pour	IGRP,	le	taux	de	glycémie	est	

abaissé	d’environ	15%(77).	

	
ð L’IAAP	(Islet	amyloid	polypeptide)	

L’IAAP	est	normalement	présent	au	niveau	des	granules	de	sécrétion	de	l’insuline	et	est	

sécrété	de	manière	concomitante(78).		

 

 

3)	Les	autoanticorps	anti-cellules	bêta	

La	 première	 description	 d’autoanticorps	 dirigés	 contre	 ilots	 de	 Langerhans	 (ICA),	 et	

retrouvés	dans	 les	 sérums	de	patients	diabétiques,	 a	 été	 réalisée	par	F.	Bottazzo	et	D.	

Doniach	au	début	des	années	1970(79).	

	

L’apparition	des	auto-anticorps	survient	plusieurs	mois	ou	années	avant	celle	du	tableau	

clinico-biologique	et	constitue	le	seul	marqueur	d’auto-immunité	largement	accessible	à	

une	utilisation	clinique.	

Si	 les	 lymphocytes	B	 -	probablement	par	 leur	capacité	de	présentation	des	antigènes	 -	

jouent	un	rôle	clé	dans	le	développement	du	diabète	chez	la	souris	NOD,	le	transfert	des	

anticorps	seuls	ne	provoque	pas	la	maladie(80).	Les	autoanticorps,	bien	que	n’ayant	pas	

de	rôle	pathogène	direct,	sont	fortement	associés	au	risque	de	développer	un	diabète	de	

type	1	et	représentent	un	stigmate	du	processus	auto-immun	à	 l’origine	de	 la	maladie.	

Ainsi,	 chez	 des	 sujets	 parents	 de	 patients	 diabétiques,	 la	 présence	mais	 aussi	 le	 titre	

d’anticorps	anti-ilots	(ou	ICA)	sont	corrélés	au	risque	de	développer	la	maladie(81).		

Les	 autoanticorps	 anti-insuline,	 anti-GAD65,	 anti-IA2	 et	 anti-ZnT8	 sont	 retrouvés	

respectivement	chez	environ	50	à	70%,	70	à	75%,	70%	et	60%	des	patients	diabétiques	

de	type	1	au	moment	du	diagnostic.	
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La	 présence	 d’autoanticorps	 est	 un	 marqueur	 prédictif	 de	 la	 maladie.	 Ainsi,	 l’étude	

ENDIT	 indique	que	 le	risque	de	développer	 la	maladie	est	d’autant	plus	élevé	qu’il	y	a	

d’anticorps	 positifs	 chez	 les	 enfants	 à	 risque.	 En	 effet,	 en	 prenant	 pour	 référence	 le	

groupe	 présentant	 uniquement	 les	 anticorps	 anti-ilots	 (ICA)	 positifs,	 le	 rapport	 du	

risque	 instantané	 (hazard	 ratio	HR)	 est	 de	 5,81	 en	 présence	 d’un	 anticorps	 positif	 en	

plus	 des	 ICA,	 de	 21,04	 en	 présence	 de	 deux	 anticorps,	 et	 de	 33,1	 pour	 trois	

anticorps(figure	10)(82).		

 
Figure	 10	:	 courbe	 de	 prédiction	 du	 diabète	:	 suivi	 sur	 5	 ans	 de	 549	 enfants	 ayant	 un	
antécédent	familial	de	diabète	au	1er	degré.	Etude	ENDIT.	
	
	
La	 combinaison	 des	 anticorps	 anti-GAD65,	 IA2	 et	 insuline	 permet	 de	 détecter	 l’auto-

immunité	 chez	 94%	 des	 patients.	 Les	 anticorps	 anti-ZnT8	 permettent	 d’accroître	 ce	

pourcentage	 de	 détection,	 chez	 les	 patients	 ICA+	 sans	 auto-anticorps	 «	classiques	»	

(anti-GAD65,	IA2,	et	insuline).	Ils	sont	considérés	comme	des	marqueurs	indépendants	

du	 diabète	 de	 type	 1.	 Les	 différentes	 combinaisons	 possibles	 associant	 des	 anticorps	

anti-ZnT8	 avec	 deux	 des	 trois	 autres	 anticorps	 ne	 sont	 pas	 associées	 à	 un	 risque	

supérieur	 de	 survenue	 de	 la	 maladie.	 C’est	 la	 combinaison	 des	 quatre	 anticorps	 qui	

permet	de	réduire	le	nombre	de	patients	sans	anticorps	identifiés	(de	5,8%	à	1,8%),	et	

d’augmenter	 la	 proportion	 de	 patients	 présentant	 deux	 anticorps	 et	 plus	 (de	 72%	 à	

82%)(figure	11)(83).	
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Figure	11	:	prévalences	superposées	des	anticorps	anti-insuline,	GAD65,	IA2	et	ZnT8	chez	
les	patients	au	moment	du	diagnostic.	Wenzlau	et	al.	2007(83).	
	

Les	 anticorps	 anti-ZnT8	 permettent	 également	 de	mieux	 prédire	 la	 maladie	 chez	 des	

sujets	 à	 risque.	 Par	 exemple,	 dans	 une	 population	 comprenant	 des	 sujets	 parents	 de	

patients	 diabétiques,	 ou	 ayant	 des	 haplotypes	 HLA	 de	 susceptibilité,	 on	 observe	 que	

36,8%	des	sujets	ayant	des	anticorps	anti-ZnT8	ont	développé	un	diabète,	contre	7,3%	

des	sujets	n’en	ayant	pas(84).	De	plus,	en	association	à	certains	génotypes,	les	anti-Znt8	

favorisent	une	progression	plus	rapide	vers	la	maladie(85).	

Enfin,	les	enfants	présentant	de	multiples	anticorps	ont	34%	de	risque	de	développer	un	

diabète	si	les	anti-ZnT8	sont	absents,	contre	62%	s’ils	sont	présents(86).	
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4)	L’intérêt	du	suivi	de	la	réponse	lymphocytaire	T	

spécifique	des	antigènes	des	cellules	bêta	

La	 mise	 en	 évidence	 d’une	 réponse	 lymphocytaire	 T	 vis-à-vis	 des	 autoantigènes	 du	

diabète	 constitue	 pour	 des	 raisons	 évidentes	 un	 paramètre	 prometteur	 pour	 la	

prédiction	et	 le	 suivi	du	diabète	 insulino-dépendant,	puisque	 identifiable,	 au	moins	en	

théorie,	plus	précocement	que	les	autoanticorps.	

L’association	 des	 autoanticorps,	 des	 gènes	 de	 prédisposition	 HLA,	 et	 des	 tests	

fonctionnels	cliniques	(hyperglycémie	provoquée),	permet	d’atteindre	une	prédiction	du	

risque	 de	 près	 de	 80%(82).	 La	 détection	 de	 la	 réponse	 lymphocytaire	 T,	 couplée	 aux	

autres	 marqueurs,	 pourrait	 permettre	 d’améliorer	 ce	 pouvoir	 prédictif,	 en	 se	

rapprochant	 des	 100%.	 La	 détection	 des	 «	futurs	»	 patients	 diabétiques	n‘a	 toutefois	

d’intérêt	que	s’il	existe	des	traitements	à	proposer	en	phase	«	pré-diabétique	».	

Par	ailleurs,	le	développement	d’immuno-interventions	thérapeutiques	nécessite	d’avoir	

recours	 à	 de	 nouveaux	 marqueurs	 d’efficacité	 immunologique.	 Par	 exemple,	 le	

traitement	par	anticorps	anti-CD3	permet	de	diminuer	 la	dose	d’insuline	nécessaire	au	

contrôle	de	la	glycémie,	comparativement	aux	patients	recevant	un	placebo	(figure	12).		

Cet	effet,	bien	que	persistant	au	moins	2	ans,	semble	s’estomper	avec	le	temps,	et	ce,	en	

fonction	 de	 l’âge	 des	 patients	 et	 de	 la	 masse	 résiduelle	 initiale	 de	 cellules	 bêta	

fonctionnelles(87).		

	

 
Figure	 12	:	 évolution	 de	 la	 dose	 d’insuline	 nécessaire	 au	 contrôle	 de	 la	 glycémie	:	
traitement	par	anticorps	anti-CD3	versus	placebo.	Keymeulen	B.	Diabetologia	2009.	
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Cette	perte	d’efficacité	dans	le	temps	est-elle	 liée	au	métabolisme,	à	 l’épuisement	de	la	

masse	 fonctionnelle	 de	 cellules	 bêta,	 ou	 à	 une	 nouvelle	 rupture	 de	 tolérance	?	 Pour	

confirmer	 une	 de	 ces	 hypothèses,	 les	 auto-anticorps	 ne	 suffisent	 pas,	 puisqu’ils	 ne	

varient	 pas	 de	 façon	 significative(88).	 De	 nouveaux	 marqueurs	 immunologiques	 sont	

donc	nécessaires.	Les	réponses	lymphocytaires	T,	effectrices	ou	régulatrices,	pourraient	

constituer	 ce	 marqueur	 d’efficacité	 thérapeutique.	La	 détection	 des	 réponses	

lymphocytaires	 T	 serait	 un	 nouvel	 outil	 au	 service	 des	 immuno-interventions	

thérapeutiques.	

Enfin,	 pour	 une	meilleure	 compréhension	 de	 la	 physiopathologie	 de	 la	maladie,	 il	 est	

primordial	 de	 caractériser	 les	 lymphocytes	 T	 autoréactifs	 en	 termes	 de	 phénotype,	

d’affinité,	antigènes	cibles,	de	chronologie	d’apparition,	etc.		

Chez	 la	 souris	 NOD,	 beaucoup	 de	 données	 sont	 disponibles	 grâce	 aux	 nombreux	

prélèvements	possibles	(pancréas,	rates,	ganglions	 lymphatiques,	etc.)	sur	 lesquels	des	

études	 cellulaires	 peuvent	 être	 menées.	 De	 multiples	 études	 décrivent	 ainsi	 les	

phénotypes	 des	 cellules	 de	 l’immunité	 présentes	 chez	 la	 souris	 NOD	 aux	 différents	

stades	de	la	maladie.		

En	revanche,	 chez	 l’homme,	comme	évoqué	plus	haut,	 seuls	des	prélèvements	de	sang	

périphérique	 sont	 possibles.	 Quelques	 études	 réalisées	 sur	 des	 prélèvements	

pancréatiques	de	patients	diabétiques	décédés	montrent	une	majorité	de	lymphocytes	T	

CD8+,	 associés	aux	CD4+.	Mais	 ces	données	 restent	 succinctes,	 et	ne	donnent	que	peu	

d’information	quant	aux	caractéristiques	de	ces	lymphocytes.		Un	test	de	détection	fiable	

et	 facile	 à	 mettre	 en	 œuvre	 permettrait	 de	 mesurer	 et	 décrire	 ces	 réponses	

lymphocytaires	 T	 chez	 tous	 les	 patients,	 lors	 de	 larges	 études	 prospectives,	 et	 d’en	

suivre	la	cinétique	avec	précision.	
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5)	Tour	d’horizon	des	techniques	de	détection	des	

lymphocytes	T	spécifiques	d’antigène	

5.1 Les tétramères 

Cette	méthode	 permet	 de	 rechercher	 directement	 les	 lymphocytes	 T	 spécifiques	 d’un	

antigène	 donné(89).	 Les	 tétramères	 sont	 des	 complexes	 de	 quatre	 molécules	 CMH	

associées	 à	 un	 peptide,	 et	 liées	 à	 un	 fluorochrome.	 Une	 fois	 fixés	 aux	 lymphocytes	

exprimant	le	TCR	spécifique	correspondant,	ils	peuvent	être	visualisés	par	cytométrie	en	

flux.	Les	tétramères	de	classe	I	se	lient	aux	récepteurs	des	lymphocytes	T	CD8+,	et	ceux	

de	classe	II	aux	lymphocytes	T	CD4+.		

Ils	présentent	l’avantage	de	stabiliser	la	liaison	CMH/TCR,	permettant	ainsi	d’identifier	

les	lymphocytes	T	spécifiques	avec	une	plus	grande	fiabilité	(figure	13)(90).	

 

 
Figure	13	:	avantage	des	 tétramères	pour	 la	détection	de	 lymphocytes	T	 spécifiques	d’un	
antigène	:	 meilleure	 stabilité	 de	 l’interaction	 avec	 les	 TCR	 par	 rapport	 aux	 monomères.	
Davis	et	al	2011.	
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La	 production	 de	 tétramères	 est	 relativement	 longue	 et	 laborieuse.	 A	 titre	 d’exemple,	

voici	les	différentes	phases	conduisant	à	la	production	des	tétramères	de	CMH	de	classe	

I.	 Pour	 commencer,	 la	 chaine	 lourde	 du	 CMH	 est	 synthétisée	 par	 des	 bactéries	

(Escherichia	coli).	Ensuite,	une	séquence	polypeptidique,	identifiable	par	l'enzyme	BirA,	

est	 incorporée	à	 la	partie	 carboxique	 terminale.	 La	 conformation	 correcte	est	obtenue	

lors	de	l'addition	des	chaînes	légères	(la	beta2-microglobuline)	et	du	peptide	d’intérêt.	

L'enzyme	 BirA	 est	 alors	 utilisée	 pour	 attacher	 la	 biotine	 à	 la	 molécule.	 Puis,	 par	

l'intermédiaire	de	 la	biotine,	 le	 complexe	est	 lié	 à	une	molécule	de	 streptavidine,	 elle-

même	précédemment	conjuguée	à	un	fluorochrome.	Chaque	molécule	de	streptavidine	

ayant	quatre	sites	de	liaison	avec	la	biotine,	on	produit	ainsi	un	complexe	tétramérique	

de	quatre	molécules	de	classe	I	du	CMH	(figure	14).			

	

Les	 pentamères	 sont	 une	 variante	 des	 tétramères,	 constitués	 de	 5	molécules	 de	 CMH	

situées	 sur	 un	 même	 plan,	 ceci	 permettant	 de	 présenter	 5	 sites	 de	 liaison	 aux	

lymphocytes.	Dans	un	contexte	de	détection	en	cytométrie	en	flux,	leurs	caractéristiques	

sont	intéressantes	(avec	notamment,	une	meilleure	intensité	de	fluorescence).	

 

 
Figure	 14	:	 la	 technique	 des	 tétramères	 :	 A.	 Synthèse	 du	 tétramère.	 B.	 Révélation	 des	
cellules	positives	pour	le	tétramère.	http://www.medscape.com	
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Les	 dextramères,	 développés	 et	 commercialisés	 par	 Immudex,	 sont	 constitués	 d’un	

polymère	ramifié	de	dextrose	-	 le	dextrane	-	sur	lequel	sont	fixées	plusieurs	molécules	

de	CMH	et	de	fluorochrome	(figure	15).	Conséquemment,	ils	présentent	une	avidité	plus	

importante	pour	les	lymphocytes	T	spécifiques	recherchés,	et	permettent	de	fixer	ceux	

présentant	des	TCR	de	 faible	 affinité.	 En	 cytométrie	 en	 flux,	 on	observe	 également	un	

meilleur	ratio	signal/bruit.		

 
Figure	15	:	schéma	d’un	dextramère.	http://www.immudex.com	
	
Les	avantages	des	tétramères	:	

- Le	marquage	de	type	quantitatif	

- Pas	d'utilisation	d'isotopes	radioactifs	

- La	 rapidité	d’exécution	 :	 possibilité	d’analyse	 sur	 sang	 frais,	 pas	d’étape	 longue	

d’activation	des	cellules	

- La	viabilité	préservée	des	cellules	marquées		

- Une	détection	de	tous	les	lymphocytes	T	spécifiques		

- La	possibilité	de	customiser	des	tétramères		

	

Les	inconvénients	:		

- La	restriction	HLA,	 limitant	 leur	utilisation	aux	patients	porteurs	de	 l’haplotype	

utilisé		

- La	nécessité	d’une	expansion	préalable	pour	étudier	les	cellules	T	CD4+	

- La	fabrication	des	tétramères,	relativement	longue	et	laborieuse	

- Le	coût	élevé	de	la	technologie		
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- Le	manque	de	sensibilité	de	la	technique	(la	limite	de	détection	étant	proche	de	

0.1%	des	lymphocytes	T	CD8+)	

- Enfin,	 la	 technique	 des	 tétramères	 permet	 d’identifier	 les	 lymphocytes	 T	

reconnaissant	un	peptide,	mais	qui	ne	renseigne	pas	sur	leur	fonctionnalité.	

	

Cette	 technique,	 appliquée	 aux	 patients	 diabétiques	 de	 type	 1,	 a	 permis	 de	mettre	 en	

évidence	 in	vivo	des	réponses	aux	antigènes	 IA2,	GAD,	 insuline	et	ZnT8.	Ces	réponses,	

impliquant	 des	 lymphocytes	 T	 CD8+,	 sont	 facilement	 détectables,	 à	 l’inverse	 des	

réponses	des	lymphocytes	T	CD4+	plus	difficiles	à	déceler(91,92).		

 

5.2 Le marquage intracellulaire des cytokines (ICS) 

Les	cellules	sont	activées	quelques	heures	par	le	peptide	d’intérêt.	Puis,	on	incorpore	un	

inhibiteur	 du	 transport	 protéique	 (la	 bréfeldine	 A)	 afin	 de	 retenir	 les	 cytokines	 en	

intracellulaire.	Après	lavage,	des	anticorps	de	marquage	de	surface	peuvent	être	ajoutés.	

Les	 cellules	 sont	 ensuite	 fixées	 (à	 l’aide	 de	 paraformaldehyde),	 puis	 perméabilisées.	

Enfin,	après	ajout	de	 l’anticorps	de	marquage	anti-cytokine,	 les	cellules	sont	analysées	

par	cytométrie	en	flux.	

	

Cette	 technique	 est	 encore	moins	 sensible	 que	 celle	 des	 tétramères	 pour	 détecter	 les	

lymphocytes	 T	 spécifiques	 d’un	 antigène.	 Elle	 est	 très	 peu	 utilisée	 dans	 le	 diabète	 de	

type	1.	

 

5.3 L’ELISPOT  

La	 technique	 ELISPOT	 (Enzyme-Linked	 ImmunoSPOT)	 a	 été	 décrite	 pour	 la	 première	

fois	 à	 la	 fin	 des	 années	 1980(93).	 Elle	 consiste	 à	 détecter	 des	 cellules	 produisant	 une	

cytokine	 au	 niveau	 unicellulaire.	 Les	 plaques	 de	 culture	 de	 96	 puits,	 dont	 le	 fond	 est	

généralement	 constitué	 d’une	 membrane	 de	 nitrocellulose,	 sont	 d’abord	 recouvertes	

d’un	anticorps	de	capture	spécifique	de	la	cytokine	étudiée.		Ensuite,	commence	la	mise	

en	 culture	des	 cellules,	 en	présence	du	peptide	d’intérêt.	 La	 cytokine,	 sécrétée	par	 les	

cellules	reconnaissant	l’antigène,	est	fixée	par	l’anticorps	de	capture.		
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Après	élimination	des	cellules,	 la	présence	de	 la	cytokine	est	 révélée	par	un	deuxième	

anticorps,	dit	«	de	détection	».	Ce	dernier	est	généralement	couplé	à	la	biotine	et	se	fixe	

sur	la	cytokine	sur	un	site	distinct	de	l’anticorps	de	capture.	Une	enzyme	dont	le	substrat	

est	coloré,	couplée	à	la	streptavidine,	est	ajoutée	et	vient	se	fixer	sur	la	biotine.	Enfin,	le	

substrat	de	 l’enzyme	transformé	par	celle-ci,	permet	de	révéler	 les	sites	de	production	

de	la	cytokine	étudiée.	Chaque	spot	ainsi	formé	représente	une	cellule	productrice	de	la	

cytokine	en	réponse	au	peptide	d’intérêt	(figure16).		

La	 grande	majorité	 des	ELISPOT	est	 basée	 sur	 la	 détection	d’interféron	 gamma	ou	du	

facteur	de	nécrose	tumorale		TNF	alpha.		

	

Afin	 d’améliorer	 la	 sensibilité	 de	 l’ELISPOT,	 des	molécules	 de	 co-stimulation	 peuvent	

être	 ajoutées	 lors	 de	 la	 phase	 d’incubation	 des	 cellules	 avec	 le	 peptide	 d’intérêt.	

L’utilisation	de	l’interleukine	7	améliore	de	50%	la	sensibilité	du	test,	en	augmentant	le	

signal	spécifique,	sans	augmenter	pour	autant	le	bruit	de	fond(94).	L’intérêt	potentiel	de	

l’interleukine	7,	en	améliorant	la	survie	cellulaire	au	cours	de	la	culture,	est	d’autant	plus	

grand	que	les	réponses	lymphocytaires	à	mettre	en	évidence	sont	faibles.	
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Cellules	+	pep0de	d’intérêt	
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Streptavidine	couplée	à	une	enzyme	
	

Substrat	de	l’enzyme	dont	le	produit	
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Figure	16	:	les	étapes	de	la	technique	de	l’ELISPOT		
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Il	a	été	clairement	démontré	par	différents	laboratoires	-	dont	le	nôtre,	qu’il	est	possible	

de	 détecter	 les	 lymphocytes	 T	 présents	 chez	 l’individu	 au	 moment	 de	 l’analyse,	 et	

spécifiques	de	 l’antigène	d’intérêt,	 après	une	 stimulation	courte	de	 seulement	16	à	20	

heures(95,96).	

	

Pour	ce	qui	est	du	diabète,	l’ELISPOT	est	une	technique	utilisée	pour	mettre	en	évidence	

les	 lymphocytes	 T,	 principalement	 cytotoxiques	 CD8+,	 spécifiques	 des	 antigènes	

impliqués,	comme	 l’insuline,	GAD,	 IA2	et	ZnT8.	Les	réponses	obtenues,	 rares	et	 faibles	

en	terme	de	fréquences,	sont	difficilement	mises	en	évidence,	contrairement	aux	autres	

domaines	d’application	de	l’ELISPOT	lymphocytaire	T	comme	la	détection	des	réponses	

anti-virales,	 allergiques,	 ou	 anti-tumorales.	 Qui	 plus	 est,	 les	 tests	 sont	 utilisables	 chez	

une	fraction	des	patients	(en	fonction	du	contexte	HLA)	et	nécessitent	une	connaissance	

précise	des	épitopes	immuno-dominants	de	chaque	antigène.		

L’utilisation	de	pools	de	peptides	permet	cependant	de	s’affranchir	du	système	HLA	et	

du	choix	des	épitopes,	en	testant	l’ensemble	de	la	molécule.	

	

	

6)	Objectifs	de	l’étude	

A	l’heure	actuelle,	la	plupart	des	études	publiées	concernent	des	populations	adultes	et	

sont	 basées	 sur	 l’utilisation	 des	 épitopes	 immuno-dominants	 HLA-restreints	 connus,	

restreignant	les	tests	à	une	fraction	seulement	des	individus.	Très	peu	de	données	sont	

disponibles	 chez	 l’enfant.	 La	 population	 pédiatrique	 est	 en	 effet	 plus	 difficilement	

accessible	 aux	 études,	 de	par	 les	 contraintes	 légales	mais	 également	de	par	 le	 volume	

important	 de	 prélèvements	 nécessaires	 à	 ces	 techniques	 de	 détection	 des	 réponses	

lymphocytaires	T.	

	

Notre	 objectif	 principal	 a	 été	 d’appliquer	 la	 technique	 de	 l’ELISPOT	 afin	 de	 tester	

l’utilisation	 des	 pools	 de	 peptides	 chevauchants	 permettant	 de	 réaliser	 l’analyse	 chez	

tous	 les	 enfants	 diabétiques	sans	 restriction	 et	 limitant	 le	 volume	 de	 prélèvement	

nécessaire	;	et	de	revisiter,	de	ce	fait,	les	fréquences	des	réponses	lymphocytaires	T.			
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De	 la	 même	 façon,	 si	 beaucoup	 d’études	 existent	 sur	 ZnT8,	 le	 plus	 récent	 des	

autoantigènes	 identifiés,	 dans	 la	 population	 adulte,	 peu	 de	 données	 sont	 disponibles	

chez	les	enfants.	

	

L’objectif	 secondaire	 a	 donc	 été	 d’étudier	 plus	 spécifiquement	 les	 réponses	 anti-ZnT8	

dans	une	population	pédiatrique.	
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PATIENTS	ET	METHODES	

ð Les	patients	
	
Les	patients	ont	été	inclus	au	cours	de	l’hospitalisation	consécutive	au	diagnostic	initial	

du	diabète,	dans	le	service	d’Endocrinologie,	Gynécologie	et	Diabétologie	pédiatrique	de	

l’hôpital	universitaire	Necker-Enfants	malades	(Paris,	France).	

	

Chaque	 patient,	 son	 représentant	 légal,	 ou	 le	 titulaire	 de	 l’autorité	 parentale	 le	 cas	

échéant,	a	été	dûment	informé	de	l’objectif	et	de	la	nature	des	contraintes,	du	traitement	

des	données	le	concernant	recueillies	au	cours	de	cette	recherche,	ainsi	que	de	ses	droits	

d’accès,	 d’opposition	 ou	 de	 rectification	 relatifs	 à	 ces	 données.	 Un	 document	

d’information	résumant	ces	différents	points	 lui	était	remis,	suite	à	quoi	 il	donnait	son	

consentement	écrit.		

	

La	participation	de	chaque	patient	était	unique.	

	

Les	 prélèvements	 étaient	 organisés	 au	moment	 d’un	 prélèvement	 programmé	dans	 le	

parcours	de	soin.	Ils	étaient	réalisés	sur	tubes	héparinés,	le	volume	de	sang	étant	adapté	

au	poids	de	l’enfant	(voir	annexes).	

	

Tels	étaient	les	critères	d’inclusion	:	

-			Enfant	âgé	de	1	an	à	18	ans		

-			Recueil	du	consentement	éclairé	de	l’autorité	parentale		

-			Diabète	insulino-dépendant	au	moment	de	l’hospitalisation	initiale,	5	à	10	jours	après	

le	début	du	traitement	par	insuline	(après	au	moins	48h	d’équilibre	glycémique)	

	

Et	les	critères	d’exclusion	:	

-		Enfant	ou	parent	ayant	refusé	de	signer	ou	présentant	une	incapacité	à	comprendre	le	

contenu	de	la	note	d’information	et	du	formulaire	de	consentement	de	l’étude.	
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ð Les	études	immunologiques	
	
Les	études	immunologiques	ont	été	réalisées	sur	sang	veineux	fraichement	ponctionné,	

le	 jour-même	 du	 prélèvement,	 après	 acheminement	 au	 laboratoire	 à	 température	

ambiante.	

	

L’ELISPOT	diabète	:	

Les	 plaques	 96	 puits	 étaient	 «	coatées	»	 une	 nuit	 avec	 l’anticorps	 de	 capture	 anti-

interféron	gamma	(kit	U-CyTech	Biosciences)	en	suivant	les	instructions	du	fabricant.	Le	

jour	du	 test,	 la	plaque	était	 lavée	 trois	 fois	 en	PBS	en	 conditions	 stériles,	puis	 saturée	

avec	du	milieu	RPMI	1640	10%	sérum	AB	mâle	humain	(Biosera)	filtré	1h	à	37°C	avant	

utilisation.	

	

Les	 cellules	 mononuclées	 du	 sang	 périphérique	 étaient	 isolées	 à	 partir	 du	 sang	 total		

hépariné	 par	 centrifugation	 en	 gradient	 de	 densité	 (Ficoll).	 Après	 numération,	 les	

cellules	 étaient	 re-suspendues	 dans	 du	 milieu	 AIM	 V®	 (Thermo	 Fisher	 Scientific)	

contenant	0,5	ng/ml	d’interleukine	7.	

	

Dans	 chaque	 puits	 correspondant,	 étaient	 ajoutés	 soit	 les	 pools	 de	 peptides	 testés	

(Insuline,	 GAD,	 IA2,	 ZnT8)	 à	 la	 concentration	 finale	 de	 10	 μmol/L,	 soit	 de	 la	

phytohémagglutinine	(PHA,	un	agent	mitogénique,	utilisé	comme	un	contrôle	positif,	1	

μg/mL),	 	 ou	 encore	 du	 milieu	 seul	 (utilisé	 comme	 un	 contrôle	 négatif).	 En	 plus	 des	

contrôles	 négatif	 et	 positif,	 un	 pool	 de	 peptides	 représentant	 la	 protéine	 de	 tégument	

PP65	 (UL83)	 du	 cytomégalovirus	 humain	 (HCMV)	 était	 testé,	 constituant	 ainsi	 un	

troisième	contrôle	interne.	Pour	finir,	les	cellules	étaient	incorporées	de	sorte	qu’il	y	ait	

500	000	 lymphocytes	T	CD3+	par	puits.	 S’en	 suivait	 une	mise	 en	 incubation	de	20h	à	

37°C.	

	

Le	 lendemain,	 la	plaque	était	 lavée	deux	 fois	 en	PBS	et	 cinq	 fois	 en	PBS	Tween,	 avant	

l’ajout	de	l’anticorps	biotinylé	de	détection.	

	

Après	 1h	 à	 37°C,	 puis	 cinq	 lavages	 en	 PBS	 Tween,	 la	 streptavidine-HRP	 (horseradish	

peroxidase,	peroxydase	de	raifort)	était	ajoutée.	
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Après	1h	à	37°C,	 et	une	procédure	de	 lavage	analogue,	 intervenait	 l’ajout	de	 l’AEC	 (3-

amino-9-ethylcarbazole,	 substrat	 chromogénique	 de	 la	 peroxydase	 HRP)	 dans	 chaque	

puits.	Pour	finir,	la	plaque	était	incubée	dans	le	noir,	pendant	20	minutes,	à	température	

ambiante.	La	réaction	était	arrêtée	par	un	lavage	à	l’eau.		

	

La	plaque	séchée	était	lue	grâce	au	lecteur	de	plaque	AID	et	au	logiciel	d’interprétation	

AID	Elispot	5.0.	La	lecture	des	spots	était	ainsi	automatisée,	avec	une	possible	correction	

des	 seuils	 de	 taille	 et	 d’intensité,	 et	 une	 révision	 manuelle	 permettant	 d’éliminer	 les	

artefacts	 comptés	 par	 erreur	 comme	 des	 spots	 (taches,	 défauts	 de	 membrane,	

doublons).	

	

Les	résultats	étaient	validés	si	les	contrôles	listés	ci-après	s’avéraient	concluants	:	

- Le	 contrôle	 positif,	 à	 savoir	 la	 PHA	:	 existence	 d’une	 réponse	 lors	 d’une	

stimulation	non	spécifique	des	cellules	

- Le	 contrôle	 négatif,	 à	 savoir	 l’absence	 d’antigène	:	 permet	 d’estimer	 le	 bruit	 de	

fond	(cellules	produisant	de	l’interféron	gamma	spontanément,	sans	stimulation)	

	

Le	 bruit	 de	 fond	 était	 soustrait	 aux	 résultats,	 qui	 étaient	 ensuite	 exprimés	 en	

spots/million	de	CD3+.	

	

Les	pools	de	peptides	utilisés	étaient	les	suivants	:	

- GAD65,	 IA-2,	 Insuline	 :	 pools	 commercialisés	 par	 la	 société	 Myltenyi	 Biotec	 :	

gamme	PepTivator	(peptides	de	longueur	15	mer,	overlap	de	11	acides	aminés)	

- ZnT8	 :	 peptides	 fabriqués	 individuellement	 à	 façon	 par	 la	 société	 Sigma	 :	 90	

peptides	de	15	mer	avec	un	overlap	de	11	acides	aminés	(voir	annexes).	Ces	90	

peptides	 ont	 ensuite	 été	 additionnés	 pour	 former	 un	 pool	 de	 peptides	

chevauchants	représentant	l’entièreté	de	la	molécule	ZnT8.	

	

Des	peptides	de	longueur	de	15	mer	représente	le	meilleur	compromis	pour	détecter	à	

la	fois	les	réponses	des	lymphocytes	T	auxiliaires	CD4+	et	T	cytotoxiques	CD8+(97–99).	

L’overlap	 de	 11	 acides	 aminés	 permet	 d’avoir	 l’ensemble	 des	 épitopes	 possibles	

présents	dans	le	pool	de	peptides.		
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Le	dosage	des	autoanticorps	:	

Le	 dosage	 des	 anticorps	 sériques	 a	 été	 réalisé	 par	 les	 techniques	 habituelles	 du	

laboratoire	 (techniques	 de	 référence	:	 immunofluorescence	 pour	 les	 ICA	;	 	 Radio-

immunologie	 RIA	 et	 Radioligand	 assay	 RLA	 pour	 les	 anticorps	 spécifiques	 de	 la	 GAD,	

l’insuline,	IA2	et	ZnT8).		
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RESULTATS	

Au	total,	27	patients	ont	été	inclus	sur	une	période	de	26	mois	:	14	de	sexe	féminin	et	13	

de	sexe	masculin	(sexe-ratio	=	0,93),	présentant	un	âge	moyen	de	7,8	ans	(écart-type	de	

4,2	ans)	et	un	âge	médian	de	8	ans	(étalé	de	11	mois	à	15	ans).		

Le	groupe	contrôle	était	constitué	d’enfants	prélevés	en	consultation	d’allergologie,	chez	

qui	 était	 réalisé	un	ELISPOT	 testant	des	 allergènes	;	 l’ELISPOT	diabète	 était	 réalisé	 en	

parallèle	 sur	 les	 cellules	 restantes	:	 3	 patients	 de	 sexe	 féminin	 et	 9	 de	 sexe	masculin	

(sexe-ratio	 =	 3),	 d’âge	moyen	 11,1	 ans	 (écart-type	 3,1	 ans)	 et	 d’âge	médian	 11,1	 ans	

(allant	de	6,3	ans	à	15	ans).	

 

	 Nombre	 Sexe	masculin	 Sexe	féminin	 Age	moyen	
(écart-type)	

Age	médian	
(intervalle)	

Patients	 27	 13	 14	 7,8	ans	(4,2)	 8	ans	(11	mois	à	15	ans)	

Contrôles	 12	 9	 3	 11,1	ans	(3,1)	 11,1	ans	(6,3	à	15	ans)	
Tableau	3	:	caractéristiques	des	groupes	patients	et	contrôle	
 

1)	Les	autoanticorps	

Les	 autoanticorps	 anti-ilots	 de	 Langerhans	 (ICA)	 étaient	 présents	 chez	 100%	 des	

patients	 testés	;	 les	 anti-GAD,	 anti-IA2,	 anti-ZnT8	 et	 anti-insuline	 chez	 respectivement	

69,2%,	61,5%,	20%	et	34,8%	des	patients	(tableau	4).	

 

	 GAD	 IA2	 ZnT8	 Insuline	 ICA	

Positifs	 18	 16	 5	 8	 23	

Testés	 26	 26	 25	 23	 23	

Pourcentage	 69,2%	 61,5%	 20,0%	 34,8%	 100%	
Tableau	4	:	résultats	des	autoanticorps	chez	les	patients	
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Seul	1	patient	ne	présentait	aucun	autoanticorps	en	dehors	des	anti-ilots	de	Langerhans	

(ICA).	25	patients	étaient	positifs	pour	au	moins	1	autoanticorps	et	14	présentaient	des	

associations	de	2	autoanticorps	ou	plus	(lesquelles	sont	illustrées	ci-après,	tableau	5	et	

figure	17).	

 

	 Patients	 Soit	en	%	
Pas	d'auto-anticorps	 1	 3,7%	
≥	1	auto-anticorps	 25	 92,6%	
≥		2	auto-anticorps	 14	 51,9%	
≥	3	auto-anticorps	 7	 25,9%	
4	auto-anticorps	 2	 7,4%	
Tableau	5	:	nombre	d’autoanticorps	présents	simultanément	chez	les	patients	
	
 

 
Figure	17	:	présences	superposées	des	auto-anticorps	chez	les	patients		
 
 

2)	L’ELISPOT	diabète	

Après	 soustraction	 du	 bruit	 de	 fond	 (correspondant	 à	 la	 réactivité	 spontanée	 en	

l’absence	de	 stimulation),	 et	 réajustement	pour	des	 résultats	 exprimés	en	SFC/million	

de	CD3+,	27	patients	ont	été	testés	pour	l’antigène	GAD	(moyenne	de	6,9	SFC/million	de	

CD3+)	et	pour	l’insuline	(moyenne	de	7,2	SFC/million	de	CD3+).		
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24	patients	ont	été	testés	pour	l’antigène	IA2	(moyenne	de	8,9	SFC/million	de	CD3+)	et	

pour	ZnT8	(moyenne	de	4,2	SFC/million	de	CD3+)	(tableau	6).		

Trois	patients	n’ont	pas	été	testés	pour	les	antigènes	IA2	et	ZnT8	faute	d’un	nombre	de	

cellules	suffisant	après	isolement.	

	

Patient	 GAD	 IA2	 ZnT8	 Insuline	
1	 10	 37,5	 2,5	 7,5	
2	 45	 7,5	 0	 32,5	
3	 5	 0	 0	 0	
4	 5	 7,5	 17,5	 7,5	
5	 1,25	 0	 0	 16,25	
6	 0	 27,5	 0	 0	
7	 13,75	 1,25	 0	 1,25	
8	 2,5	 7,5	 7,5	 2,5	
9	 0	 0	 0	 0	
10	 0	 6	 2	 0	
11	 0	 0	 0	 3	
12	 0	 69	 35	 58	
13	 5	 3	 5	 4	
14	 0	

	
0	 13	

15	 0	
	

0	 0	
16	 0	 1	 0	 0	
17	 0	

	 	
0	

18	 6	 1	
	

2	
19	 2	 5	 1	 3	
20	 0	 4	 4	 1	
21	 3	 7	 0	 0	
22	 0	 2	

	
0	

23	 58,5	 17,5	 0	 38,5	
24	 4,5	 0	 0	 4,5	
25	 0	 1	 3	 0	
26	 0	 5	 9	 0	
27	 24	 4	 14	 0	

Moyenne	 6,9	 8,9	 4,2	 7,2	
Tableau	6	:	données	brutes	après	soustraction	du	bruit	de	 fond	(réactivité	non	spécifique	
mesurée	 par	mise	 en	 culture	 des	 cellules	 dans	 du	milieu	 seul	:	 AIM	 V	 et	 IL7)	 du	 groupe	
patients,	en	SFC/million	de	CD3+	
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Figure	18	:	un	exemple	d’ELISPOT	diabète	:	présence	de	spots	dans	 les	puits	 IA2,	PP65	et	
PHA	(contrôle	positif)	
	

Deux	patients	ont	été	exclus	du	groupe	contrôle	à	cause	d’une	réactivité	non	spécifique	

importante,	source	d’un	bruit	de	fond	gênant	l’interprétation	et	diminuant	la	sensibilité	

du	 test.	 En	 effet,	 les	 réponses	 spontanées	 en	 l’absence	d’antigène	 étaient	 de	plusieurs	

centaines	 de	 SFC/million	 de	 CD3+	 (453	 SFC/million	 de	 CD3+	 pour	 l’un,	 677	 pour	

l’autre).	Dans	 ce	 groupe	 contrôle,	 les	 réponses	moyennes	vis-à-vis	des	 antigènes	GAD,	

IA2,	ZnT8	et	 insuline	étaient	respectivement	de	1,04,	1,15,	0,73	et	2,40	SFC/million	de	

CD3+	(tableau	7).	
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Contrôle	 GAD	 IA2	 ZnT8	 Insuline	
1	 0	 0	 3,75	 0	
2	 8,75	 6,25	 0	 0	
3	 0	 0	 0	 0	
4	 0	 0	 2,5	 0	
5	 3,75	 3,75	 0	 3,75	
6	 0	 2,5	 0	 5	
7	 0	 0	 0	 6,25	
8	 0	 0	 0	 5	
9	 0	 0	 0	 0	
10	 0	 0	 0	 0	
11	 0	 1,25	 0	 1,25	
12	 0	 0	 2,5	 7,5	

Moyenne	 1,04	 1,15	 0,73	 2,40	
Tableau	 7	:	 données	 brutes	 après	 soustraction	 du	 bruit	 de	 fond	 du	 groupe	 contrôle,	 en	
SFC/million	de	CD3+	
	

	
Figure	19	:	 résultats	 de	 l’ELISPOT	diabète	:	 groupe	patients	 à	 gauche,	 groupe	 contrôle	 à	
droite,	échelle	log10	en	haut	et	linéaire	en	bas		
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2.1 La comparaison des groupes de patients et de sujets contrôles 

La	comparaison,	pour	chaque	antigène,	des	groupes	patients	et	 contrôle	a	été	 réalisée	

par	le	test	non	paramétrique	de	Mann	et	Whitney.	

	

Ainsi,	 une	 différence	 statistiquement	 significative	 a	 été	 retrouvée	 entre	 les	 groupes	

patients	et	contrôle	pour	les	antigènes	GAD	et	IA2	(p<0,05	;	respectivement	p=0,0492	et	

p=0,0060)	 (figure	 20).	 En	 revanche,	 aucune	 différence	 n’a	 été	mise	 en	 évidence	 pour	

ZnT8	et	insuline	(p=0,1557	et	p=0,6750).	

	

 
Figure	20	:	comparaison	des	résultats	de	l’ELISPOT	diabète	pour	chaque	antigène	;	groupe	
patients	versus	groupe	contrôle		
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2.2 La définition d’un seuil de positivité sur la base des résultats du groupe 

contrôle 

Le	 seuil	 de	 positivité	 défini,	 pour	 chaque	 antigène,	 par	 la	 moyenne	 des	 résultats	 du	

groupe	contrôle	majorée	de	3	écarts-types,	était	de	9,01	SFC/million	de	CD3+	pour	GAD,		

7,23	pour	IA2,	4,79	pour	ZnT8	et	11,07	pour	l’insuline	(tableau	8).	

	

Contrôles	
négatifs	 GAD	 IA2	 ZnT8	 Insuline	

Moyenne	 1,04	 1,15	 0,73	 2,40	
DS	 2,66	 2,03	 1,35	 2,89	
Moyenne	+2DS	 6,35	 5,20	 3,44	 8,18	
Moyenne	+3DS	 9,01	 7,23	 4,79	 11,07	
Tableau	8	:	calcul	du	seuil	de	positivité	(en	rouge)	à	partir	des	données	du	groupe	contrôle	
	

En	utilisant	ce	seuil,	13	patients	étaient	positifs	pour	au	moins	un	antigène,	soit	48,1%.	

Dans	le	détail,	5	étaient	positifs	pour	GAD	(soit	18,5%),	7	pour	IA2	(soit	29,2%),	6	pour	

ZnT8	(soit	25%)	et	5	pour	l’insuline	(soit	18,5%)	(tableau	9	;	la	réactivité	simultanée	est	

résumée	dans	le	tableau	10).	

	

Patients	 GAD	 IA2	 ZnT8	 Insuline	
Testés	 27	 24	 24	 27	
>0	spot	 14	 19	 11	 15	
soit	en	%	 51,9%	 79,2%	 45,8%	 55,6%	
>	seuil	établi	+2DS	 5	 9	 7	 5	
soit	en	%	 18,5%	 37,5%	 29,2%	 18,5%	
>Seuil	établi	+3DS	 5	 7	 6	 5	
soit	en	%	 18,5%	 29,2%	 25,0%	 18,5%	
Tableau	 9	:	 résultats	 interprétés	 avec	 le	 seuil	 de	 positivité	 préalablement	 établi	 avec	 le	
groupe	contrôle	
	

	
Patients	 Soit	en	%	

Négatifs	 14	 51,9%	
Positifs	≥	1	autoantigène	 13	 48,1%	
Positifs	≥	2	autoantigènes	 7	 25,9%	
Positifs	≥	3	autoantigènes	 3	 11,1%	
Positifs	≥	4	autoantigènes	 0	 0,0%	
Tableau	10	:	réactivité	simultanée	dans	le	groupe	patients	(en	utilisant	le	seuil	+3DS)	
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2.3 L’expression des résultats par rapport au contrôle négatif individuel : le 

«seuil technique de détection» 

Plusieurs	 études	 expriment	 les	 résultats	 de	 l’ELISPOT	 en	 utilisant	 le	 seuil	 technique,	

établi	pour	chaque	analyse	grâce	au	contrôle	négatif.	Ainsi,	il	était	important	d’exprimer	

nos	résultats	de	la	même	façon	dans	un	souci	d’homogénéité.		

	

Le	 seuil	 de	 positivité	 individuel	 était	 calculé	 pour	 chaque	 patient,	 et	 défini	 par	 la	

moyenne	 du	 contrôle	 négatif	 (milieu	AIM	V	 +	 IL7	 seuls)	majorée	 de	 3,	 4	 ou	 5	 écarts-

types.		

	

Au	total,	en	utilisant	le	seuil	de	3	écarts-types,	11	patients	étaient	positifs	vis-à-vis	d’au	

moins	un	antigène,	soit	40,7%	:	5	pour	GAD,	4	pour	IA2,	6	pour	ZnT8	et	2	pour	l’insuline	

(tableau	11	;	la	réactivité	simultanée	est	résumée	dans	le	tableau	12).	
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Patients	 GAD	 IA2	 ZnT8	 Insuline	 Basal	 Basal+3DS	Basal+4DS	Basal+5DS	
1	 5	 10,5	 3,5	 4,5	 3	 7,2	 8,6	 10,1	
2	 23	 15,5	 1	 20,5	 14	 18,6	 20,1	 21,7	
3	 4,5	 3,5	 3	 1,5	 3,5	 9,7	 11,8	 13,9	
4	 1	 1,5	 3,5	 1,5	 0	 1,5	 2,0	 2,5	
5	 9	 7,5	 6,5	 12	 8,75	 16,6	 19,3	 21,9	
6	 17	 23,5	 8,5	 11	 18	 35,7	 41,6	 47,5	
7	 3	 0,5	 0	 0,5	 0,25	 1,8	 2,3	 2,8	
8	 1,5	 2,5	 2,5	 1,5	 1	 3,5	 4,3	 5,1	
9	 0	 0	 0	 0,5	 0,5	 2,6	 3,3	 4,1	
10	 5	 10	 8	 7	 7	 15,0	 17,6	 20,3	
11	 0	 0	 0	 2	 0,5	 2,2	 2,8	 3,4	
12	 9,5	 46	 29	 40,5	 11,5	 13,6	 14,3	 15,1	
13	 3,5	 2,5	 3,5	 3	 1	 3,1	 3,8	 4,6	
14	 42	

	
27	 50	 43,5	 54,1	 57,7	 61,2	

15	 0	
	

0	 1,5	 1,5	 7,9	 10,0	 12,1	
16	 0	 1	 0,5	 0,5	 0,5	 2,2	 2,8	 3,4	
17	 1	

	 	
0,5	 1	 3,1	 3,8	 4,5	

18	 3	 0,5	
	

1	 0	 1,7	 2,3	 2,9	
19	 2	 3,5	 1,5	 2,5	 1	 2,5	 3,0	 3,5	
20	 0	 2,5	 2,5	 1	 0,5	 2,0	 2,5	 3,0	
21	 4,5	 6,5	 1	 3	 3	 9,5	 11,6	 13,8	
22	 0,5	 1,5	

	
0,5	 0,5	 2,6	 3,3	 4,0	

23	 76,5	 56	 35	 66,5	 47,25	 96,8	 113,3	 129,9	
24	 3	 0	 0,5	 3	 0,75	 3,6	 4,6	 5,5	
25	 0	 0,5	 1,5	 0	 0	 1,7	 2,3	 2,9	
26	 7,5	 11,5	 13,5	 8	 9	 13,2	 14,6	 16,1	
27	 13	 3	 8	 1	 1	 3,1	 3,8	 4,6	

Tableau	 11	:	 résultats	 du	 groupe	 patients	 interprétés	 avec	 un	 seuil	 de	 positivité	 défini	
comme	 la	moyenne	du	contrôle	négatif	majorée	de	3,	4	ou	5	écarts-types,	 valeurs	brutes	
(nombre	de	spots	par	puits,	sans	soustraction	du	bruit	de	fond)	
	
	

	
Patients	 Soit	en	%	

Négatifs	 16	 59,3%	
Positifs	≥	1	autoantigène	 11	 40,7%	
Positifs	≥	2	autoantigènes	 5	 18,5%	
Positifs	≥	3	autoantigènes	 1	 3,7%	
Positifs	≥	4	autoantigènes	 0	 0,0%	
Tableau	12	:	réactivité	simultanée	dans	le	groupe	patients	(en	utilisant	le	seuil	Basal+3DS)	
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3)	La	relation	entre	l’ELISPOT	et	les	autoanticorps	

Pour	 l’étude	 de	 la	 relation	 entre	 l’ELISPOT	 et	 les	 autoanticorps,	 nous	 avons	 choisis	

d’utiliser	nos	résultats	interprétés	grâce	au	seuil	établi	à	l’aide	du	groupe	contrôle.	

	

Les	patients	positifs	vis-à-vis	de	l’antigène	IA2	présentaient	également	les	autoanticorps	

correspondants	(taux	de	concordance	de	100%).	En	revanche,	les	patients	positifs	pour	

GAD,	ZnT8	ou	 l’insuline	en	ELISPOT	n’avaient	pas	systématiquement	 les	autoanticorps	

anti-GAD,	 anti-ZnT8	 et	 anti-insuline	 correspondants	 (taux	 de	 concordance	

respectivement	de	80%,	17%	et	40%)	(tableau	13).	

	

	
GAD	 IA2	 ZnT8	 Insuline	

ELISPOT	positifs	 5	 7	 6	 5	
Auto-anticorps	positifs	 18	 16	 5	 8	
Taux	de	concordance	de	l’ELISPOT	 80%	 100%	 17%	 40%	
Tableau	13	:	concordance	entre	l’ELISPOT	diabète	et	les	autoanticorps	
	
	

L’existence	d’une	relation	entre	l’ELISPOT	et	 les	auto-anticorps	a	été	recherchée	par	le	

calcul	du	coefficient	de	corrélation	de	Bravais-Pearson	(tableau	14)	:	aucune	corrélation	

n’était	retrouvée	(p>0,05).	

	

	
Coefficient	de	
corrélation	 p	

GAD	 0,21	 0,31	
IA2	 0,1	 0,65	
ZnT8	 0,33	 0,14	
Insuline	 -0,09	 0,70	
Tableau	14	:	relation	entre	l’ELISPOT	diabète	et	les	autoanticorps	:	coefficient	de	Bravais-
Pearson	



 

59 
 

DISCUSSION		

1)	Les	autoanticorps	anti-cellules	bêta	dans	une	population	

pédiatrique	

Dans	 la	 littérature	 existante,	 peu	 d’études	 recensent	 et	 évaluent	 la	 présence	 des	

autoanticorps	du	diabète	de	type	1	au	sein	de	populations	similaires	à	la	nôtre.	En	effet,	

nombre	de	grandes	cohortes	 sont	de	nature	hétérogène,	 à	 l’instar	de	BABYDIAB.	Elles	

sont	constituées	de	sujets	diabétiques	de	tous	âges,	ayant	été	inclus	à	divers	moments,	à	

savoir	 soit	 au	 diagnostic,	 soit	 au	 cours	 du	 suivi.	 Pour	 cette	 raison,	 et	 afin	 de	 mieux	

évaluer	et	confronter	nos	résultats,	nous	avons	sélectionné	quatre	études	(tableau	15)	

dont	les	populations	sont	relativement	comparables	à	celle	que	nous	étudions	:	il	s’agit	

d’enfants	ou	de	jeunes	adultes,	tous	inclus	au	moment	du	diagnostic.	

	

Etude	

Population	 Auto-anticorps	

Nombre	

Age	
moyen	
en	

années	

Age	médian	
(intervalle)	

sexe-
ratio	 GAD	 IA2	 ZnT8	 Insuline	 ICA	

Nos	
résultats	 27	 7,8		 8	(0,9-15)	 0,93	 69%	 62%	 20%	 35%	 100%	

Enée	et	al.,	
2012(100)	 36	 7,9*		 8	(2-15)	 0,8	 72%	 58%	 43%	 30%	 89%	

Wenzlau	et	
al.,	

2007(101)	
277	 12,1		 (1-46)	 	 68%	 72%	 63%	 55%	 	

Juusola	et	
al.,	

2016(102)	
723	 	 	 1,2	 	 	 73%	 	 	

Vermeulen	
et	al.,	

2011(103)	
655	 	 15	(9-26)	 1,4	 75%	 57%	 58%	

(65%**)	 51%	 	

Tableau	15	:	comparaison	des	résultats	des	auto-anticorps	avec	ceux	d’autres	études	ayant	
des	 critères	d’inclusion	 comparables	 (*calculée	avec	 les	 données	brutes	;	 **	 dans	 le	 sous-
groupe	0-14	ans)	
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Notre	population	de	27	enfants	montre	une	positivité	pour	les	autoanticorps	anti-GAD,	

anti-IA2	 et	 anti-insuline	 proche	 des	 proportions	 habituellement	 décrites	 dans	 la	

littérature.	

	
En	revanche,	seuls	20%	des	enfants	étudiés	possèdent	des	autoanticorps	anti-ZnT8,	ce	

qui	 est	 très	 inférieur	 à	 ce	 qui	 est	 retrouvé	 habituellement	 au	 sein	 de	 populations	

pédiatriques	(avec	43	à	73%	de	positivité).		

	

Cette	différence	tient	probablement	à	la	taille	réduite	de	notre	échantillon,	qui	ne	peut	

être	 pleinement	 représentatif	 de	 la	 population	 étudiée.	 La	 littérature	 existante	

concernant	 le	 transporteur	du	zinc	ZnT8,	dernier	autoantigène	découvert,	montre	que	

les	anticorps	anti-ZnT8	prédominent	normalement	chez	les	enfants,	avec	un	pic	à	la	fin	

de	 l’adolescence,	 entre	 12	 et	 16	 ans(101,104).	 Ceci	 semble	 confirmer	 la	 meilleure	

représentativité	théorique	des	quatre	études,	en	comparaison	à	la	nôtre.		

	

2)	L’ELISPOT	diabète	dans	une	population	pédiatrique	

Pour	toutes	les	comparaisons	qui	vont	suivre,	nous	avons	choisi	d’utiliser	nos	résultats	

exprimés	en	 fonction	du	seuil	établi	grâce	au	groupe	contrôle.	En	effet,	 l’utilisation	du	

seuil	technique,	se	basant	sur	la	moyenne	du	contrôle	négatif	de	chaque	analyse	majorée	

de	 trois	 écarts-types,	 est	 peu	 pertinente	 dans	 notre	 cas.	 La	 population	 pédiatrique	

implique	 des	 prélèvements	 en	 faible	 quantité,	 et	 donc	 un	 nombre	 de	 cellules	 après	

isolement	limité.	De	fait,	les	puits	dévolus	au	contrôle	négatif	étaient	souvent	au	nombre	

de	deux,	ce	qui	n’est	pas	adapté	au	calcul	d’une	moyenne	et	d’un	écart-type	ayant	une	

valeur	représentative.	

	

Parmi	nos	27	patients,	13	présentent	une	réponse	lymphocytaire	T	vis-à-vis	d’au	moins	

un	antigène,	soit	48,1%.	Plus	exactement,	5	sont	positifs	pour	GAD	(soit	18,5%),	7	pour	

IA2	(soit	29,2%),	6	pour	ZnT8	(soit	25%)	et	5	pour	l’insuline	(soit	18,5%).	
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La	plupart	des	tests	ELISPOT	que	l’on	retrouve	dans	la	littérature	sont	réalisés	chez	des	

patients	 adultes,	 diabétiques	 depuis	 une	 durée	 variable,	 contrairement	 à	 notre	 étude	

menée	sur	une	population	pédiatrique	testée	au	moment	du	diagnostic.		

	

Une	 considération	 doit	 être	 apportée	 au	 fait	 qu’une	 grande	 partie	 des	 précédentes	

études	 s’appuie	 sur	 une	 sélection	 de	 peptides	 représentant	 les	 épitopes	 immuno-

dominants	 connus	 (tableau	 16).	 Les	 pools	 de	 peptides	 que	 nous	 avons	 utilisés	

contiennent	bien	ces	mêmes	épitopes.		

	

Etude	

Population	

Peptides	
ou	Pools	

ELISPOT	

Nombre	 Type	

Inclusion	
au	

diagno-
stic	

GAD	 IA2	 ZnT8	 Insuline	
Positif	
≥1	auto-
antigène	

Nos	résultats	 27	 Pédia-
trique	 Oui	 Pools	 18,5%	 29%	 25%	 18,5%	 48%	

Mallone	et	al.,	
2007(105)	 22	 Adulte	 Oui	 Peptides	 50%	 	 	 73%	 	
Martinuzzi	et	
al.,	2008(106)	 15	 Adulte	 Oui	 Peptides	 67%	 27%	 	 60%	 	
Kotani	et	al.,	
2002(107)	 33	 Adulte	 Non	 Forme	

soluble	 67%	 	 	 	 	
Dang	et	al.,	
2011(108)	 35	 Mixte	 Oui	 Peptides

*	 	 	 69%	 	 	
Nagata	et	al.,	
2004(109)	 24	 Mixte	 Non	 Peptides	 33%	 	 	 	 	
Enée	et	al.,	
2012(100)	 36	 Pédia-

trique	 Oui	 Peptides	 	 	 81%	 	 	
Tableau	 16	:	 comparaison	 des	 résultats	 de	 l’ELISPOT	 diabète	 avec	 ceux	 d’autres	 études	
comparables	(*23	pools	de	2	peptides	pour	ZnT8)	
	
On	observe	que	la	réactivité	anti-GAD	est	bien	supérieure	chez	les	adultes	-	en	moyenne	

60%	de	patients	positifs,	par	rapport	aux	populations	mixtes	ou	pédiatriques.	Seulement	

15%	des	enfants	de	notre	population	présentent	une	réactivité	anti-GAD,	ce	qui	semble	

présenter	une	 cohérence	avec	 les	 résultats	 retrouvés	dans	des	populations	mixtes	 (de	

l’ordre	de	30%	de	positivité),	 bien	que	 cette	 interprétation	 soit	 dubitable,	 au	vu	de	 la	

taille	réduite	des	échantillons.	
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Les	 rares	 études	 sur	 les	 cellules	 T	 anti-IA2,	 et	 portant	 sur	 des	 adultes,	 montrent	 un	

pourcentage	de	réactivité	proche	de	30%,	similaire	à	nos	résultats.	

	

Concernant	ZnT8,	seulement	6	patients	sont	positifs,	soit	25%,	ce	qui	est	bien	inférieur	

aux	données	de	la	littérature,	variant	de	69%	de	positivité	pour	une	population	mixte	à	

81%	 chez	 les	 enfants.	 Ce	 faible	 pourcentage	de	 positivité	 en	ELISPOT	 est	 à	mettre	 en	

parallèle	 avec	 nos	 résultats	 d’auto-anticorps	 également	 bien	 inférieurs	 aux	 données	

existantes.	 Comme	 expliqué	plus	 haut,	 il	 est	 probable	 que	 cette	 différence	 soit	 liée	 au	

manque	de	représentativité	de	notre	échantillon	statistique.	

	

La	plupart	des	ELISPOT	sont	réalisés	en	utilisant	des	peptides	de	la	prépro-insuline	ou	

de	 la	 pro-insuline.	 Ces	 peptides	 sont	 également	 inclues	 dans	 notre	 pool,	 puisqu’ils	

composent	 pour	 partie	 la	 molécule	 d’insuline,	 ce	 qui	 permet	 une	 comparabilité	 des	

résultats.		

Notre	ELISPOT	nous	amène	à	observer	que	peu	de	patients	montrent	une	réactivité	anti-

insuline,	 comparativement	 à	 ce	qui	 est	 usuellement	décrit	 dans	 la	 littérature.	 Cela	dit,	

aucune	étude	n’a	été	réalisée	sur	une	population	exclusivement	pédiatrique.		

	

3)	Une	approche	technique	de	l’ELISPOT	

Les	fréquences	des	réponses	lymphocytaires	vis-à-vis	des	autoantigènes	du	diabète		que	

nous	observons	sont	relativement	faibles	au	regard	de	ce	qui	est	établi	dans	le	domaine	

de	la	virologie,	ou	l’ELISPOT	est	particulièrement	utilisé	-	notamment	pour	le	suivi	des	

réponses	anti-CMV	ou	EBV	chez	les	patients	transplantés.		

En	effet,	des	résultats	de	l’ordre	de	plusieurs	centaines	voire	milliers	de	SFC/million	de	

PBMC	 sont	 fréquemment	 retrouvés,	 notamment	 vis-à-vis	 des	 peptides	 immuno-

dominants	comme	PP65.			
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Etude	
Médianes	des	fréquences	des	réponses,	en	SFC/million	de	PBMC	

GAD	 IA2	 ZnT8	 Insuline	

Nos	résultats	 1,25*	(0-58,5)	 4*	(0-69)	 0*	(0-35)	 1,25*	(0-58)	

Martinuzzi	et	al.,	
2008(106)	 13**	(0-820,5)	 5**	(0-720,5)	 	 7,2**	(0-832,7)	

Mallone	et	al.,	
2007(105)	

2,8**	(0-
820,5)	 	 	 10,5**	(0-832,7)	

Dang	et	al.,	
2011(108)	 	 	 81	(18-689)	 	

Tableau	17	:	comparaison	des	 fréquences	des	réponses	 lymphocytaires	dans	 le	diabète	de	
type	1	(*	résultats	exprimés	en	SFC/million	de	CD3+	;	**calculé	avec	les	données	brutes)	
	
	

En	 revanche,	 les	 données	 de	 la	 littérature	 (tableau	 17)	 sur	 l’amplitude	 des	 réponses	

lymphocytaires	dans	le	diabète	de	type	1	semblent	être	en	accord	avec	nos	résultats	:	les	

réponses	sont	généralement	faibles,	inférieures	à	100	SFC/million	de	PBMC.		

Les	 réponses	 importantes	 sont	 fréquemment	 associées	 à	 un	 bruit	 de	 fond	 élevé.	 Ce	

dernier	 témoigne	 d’une	 réponse	 spontanée	 non	 spécifique,	 ce	 qui	 nous	 amène	 à	

relativiser	l’évaluation	quantitative	des	réponses	ainsi	obtenues	vis-à-vis	des	antigènes	

testés.		

	

On	 notera	 que	 nos	 résultats	 sont	 exprimés	 en	 SFC/million	 de	 lymphocytes	 T.	 Les	

réponses	obtenues	 sont,	de	 ce	 fait,	 surestimées	par	 rapport	 aux	 résultats	 exprimés	en	

SFC/million	de	PBMC.	Toutefois,	comme	les	 lymphocytes	T	représentent	généralement	

70	à	80%	des	PBMC,	l’ordre	de	grandeur	de	nos	résultats	reste	comparable	à	celui	des	

autres	études.	

	
Pour	 finir,	 il	 convient	 de	mentionner	 que	 les	 paramètres	 utilisés	 (à	 savoir	 la	 taille	 et	

l’intensité)	lors	de		la	définition	d’un	spot	ont	un	effet	direct	sur	le	nombre	final	de	spots	

dans	un	puits.	Ceci	peut	donc	conduire	à	des	différences	importantes	lors	du	compte	des	

spots.		

Comparativement	à	 ce	qui	 est	observé	avec	des	ELISPOT	viraux,	dont	nous	avons	une	

grande	 expérience	dans	notre	 laboratoire,	 les	 spots	de	 l’ELISPOT	diabète	 semblent	de	

taille	supérieure	et	plus	intenses	(figure	21).	Le	réglage	des	paramètres	susmentionnés	

reste	à	la	discrétion	de	l’expérimentateur,	ce	qui	complexifie	la	comparaison	des	valeurs	

absolues	des	résultats	issus	de	la	littérature.	
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Figure	21	:	 illustration	de	 la	différence	de	 taille	 et	 d’intensité	 des	 spots	 entre	 le	 contrôle	
négatif	et	un	antigène	donné	
	

	

4)	L’intérêt	discutable	des	pools	de	peptides	

En	principe,	 les	pools	de	peptides	présentent	de	nombreux	avantages	par	 rapport	aux	

peptides	restreints	:	

	

ð Peptides	restreints	:		

- Le	 test	 se	 limite	 à	 la	 zone	 d’intérêt	 choisie	 de	 la	 molécule	 (par	 exemple,	 à	 un	

épitope	connu)	avec	la	restriction	HLA	que	cela	implique		

- Il	est	indispensable	de	mettre	en	œuvre	un	test	par	peptide,	ce	qui	nécessite	une	

quantité	de	cellules	importante,	afin	de	tester	de	grandes	molécules	

	

	

	



 

65 
 

	

ð Pools	de	peptides	:		

- Les	 peptides	 sont	 représentatifs	 d’un	 antigène	 entier,	 ce	 qui	 signifie	 que	

l’ensemble	de	la	protéine	est	représenté	avec	des	peptides	de	taille	optimale	pour	

la	stimulation	des	lymphocytes	T	CD4+	et	CD8+	

- Les	 peptides	 chevauchants	 permettent	 de	 couvrir	 tous	 les	 registres	 de	

présentation	 peptidique	 possibles,	 sans	 restriction	 HLA,	 et	 tous	 les	 patients	

peuvent	être	testés	sans	distinction	

	

Dans	 la	 pratique,	 les	 pools	 de	 peptides	 n’apportent	 pas	 les	 bénéfices	 escomptés	 par	

rapport	 à	 l’utilisation	 de	 peptides	 uniques,	 hormis	 le	 fait	 néanmoins	 important	 de	

pouvoir	tester	exhaustivement	tous	les	patients,	indépendamment	de	la	restriction	HLA.	

La	 positivité	 observée	 en	utilisant	 des	 pools	 de	 peptides	 n’est	 pas	meilleure	 que	 celle	

constatée	avec	des	peptides	restreints	bien	choisis.		

	

De	 par	 ses	 caractéristiques,	 notre	 ELISPOT	 diabète	 détecte	 normalement	 à	 la	 fois	 les	

lymphocytes	T	CD4+	et	CD8+.		

De	manière	générale,	 l’ELISPOT	est	souvent	utilisé	pour	 la	détection	de	 lymphocytes	T	

cytotoxiques	CD8+	spécifiques,	en	utilisant	des	peptides	restreints	(CMH	de	classe	I).		

Cependant,	 il	 a	 été	 observé	 que	 les	 spots	 ainsi	 formés	 n’étaient	 pas	 uniquement	 des	

lymphocytes	 T	 CD8+(110).	 Au	 contraire,	 chez	 certains	 patients,	 les	 lymphocytes	 T	

auxiliaires	CD4+	pouvaient	également	répondre	à	cette	stimulation,	venant	ainsi	fausser	

l’évaluation	du	nombre	de	lymphocytes	T	CD8+	spécifiques	de	l’antigène	(figure	22).		
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Figure	 22	:	 exemple	 d’un	 patient	 dont	 les	 réponses	 sont	 constituées	 essentiellement	 de	
lymphocytes	T	CD4+.	Fuchs	et	al.	2015.	
	
	
Notre	étude	est	ainsi	possiblement	comparable	aux	ELISPOT	détectant	spécifiquement	

les	lymphocytes	T	CD8+.		

	

Une	 stimulation	 réalisée	 avec	 un	 pool	 de	 peptides,	 donc	 un	 plus	 grand	 nombre	 de	

peptides,	aurait	pu	conduire	à	l’obtention	de	meilleures	réponses,	à	la	fois	en	termes	de	

nombre	de	patients	positifs	que	de	fréquence.		

Or,	 contrairement	 à	 nos	 attentes,	 nous	 n’avons	 pas	 observé	 une	 amélioration	 des	

réponses	 obtenues	 avec	 cette	méthode.	 Pour	 expliquer	 cet	 état	 de	 fait,	 nous	 pouvons	

avancer	les	hypothèses	suivantes	:		

	

- Etant	donné	 le	nombre	 limité	de	peptides	 immunodominants	 in	vivo,	 il	 est	 fort	

probable	que	la	plupart	d’entre	eux	soient	reconnus	par	les	lymphocytes	T	CD8+	

(voir	ci-après).	

- Le	 choix	de	 la	 longueur	des	peptides,	 à	 savoir	15	mers,	pourrait	 impliquer	une	

mauvaise	 présentation	 des	 peptides	 immunodominants.	 Cette	 hypothèse	 est	

cependant	 infirmée	par	 les	données	disponibles	en	virologie.	La	 longueur	de	15	

mers	permet	de	stimuler	à	la	fois	les	CD4+	et	les	CD8+	(il	existe	probablement	un	

raccourcissement	 des	 extrémités	 dans	 les	 vésicules	 de	 recyclage	 avant	 le	

chargement	sur	la	molécule	CMH).		

- Il	est	possible	qu’une	compétition	entre	les	peptides	existe	au	sein	du	pool.	
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- Enfin,	 l’affinité	plus	 faible	des	 lymphocytes	T	autoréactifs	comparativement	aux	

lymphocytes	 spécifiques	 d’antigènes	 exogènes,	 infectieux	 notamment,	 pourrait	

limiter	 l’avidité	 de	 l’interaction	 HLA/peptide/TCR	 et	 la	 probabilité	 d’une	

activation	 lymphocytaire	 complète	 lors	 du	 test,	 du	 fait	 d’une	 concentration	

insuffisante	 du	 peptide	 reconnu	 au	 sein	 du	 pool	 et/ou	 d’une	 compétition	

peptidique.	Les	fréquences	modestes	de	lymphocytes	autoréactifs	identifiés	dans	

nos	 conditions	 pourraient	 donc	 constituer	 le	 reflet	 de	 leur	 faible	 affinité.	 Il	 est	

d’ailleurs	possible	que	les	lymphocytes	autoréactifs	impliqués	dans	le	processus	

pathogène	 et	 de	 haute	 affinité	 ne	 soient	 que	 très	 faiblement	 représentés	 en	

périphérie	 du	 fait	 d’une	 localisation	 préférentielle	 au	 sein	 du	 tissu	 cible	 du	

processus	auto-immun.	

	

La	combinaison	de	ces	multiples	 facteurs	expliquerait	ainsi	qu’il	n’y	ait	pas	d’avantage	

réel	à	l’utilisation	de	pools,	par	rapport	à	des	peptides	choisis.	

	

De	 nombreuses	 études	 utilisent	 des	 peptides	 HLA	 A2	 restreints	 pour	 étudier	 les	

réponses	 des	 lymphocytes	 T	 CD8+.	 Lorsque	 l’on	 étudie	 uniquement	 les	 résultats	 de	

notre	étude	sur	les	patients	HLA	A2+,	on	observe	une	réactivité	vis-à-vis	de	GAD	chez	3	

d’entre	eux	(soit	18,8%),	de	IA2	et	ZnT8	chez	5	d’entre	eux	(soit	respectivement	33,3%	

et	35,7%),	et	enfin	de	l’insuline	chez	4	d’entre	eux	(25%)(tableau	18).	

	

	

GAD	 IA2	 ZnT8	 Insuline	

Tous	les	patients		 27	 24	 24	 27	

>Seuil	établi	+3DS	 5	 7	 6	 5	

soit	en	%	 18,5%	 29,2%	 25,0%	 18,5%	

Patients	HLA	A2+	 16	 15	 14	 16	

>Seuil	établi	+3DS	 3	 5	 5	 4	

soit	en	%	 18,8%	 33,3%	 35,7%	 25,0%	

Patients	HLA	A2-	 6	 5	 6	 6	

>Seuil	établi	+3DS	 1	 1	 1	 1	

soit	en	%	 16,7%	 20,0%	 16,7%	 16,7%	

Tableau	18	:	réactivités	chez	les	patients	HLA	A2+	et	HLA	A2-	
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Bien	que	les	résultats	semblent	montrer	une	plus	grande	positivité	chez	les	patients	HLA	

A2+	 comparativement	 au	 groupe	 HLA	 A2-,	 ces	 différences	 ne	 sont	 pas	 significatives	

(conformément	 aux	 observations	 du	 test	 non	 paramétrique	 de	 Mann	 et	 Whitney,	 à	

savoir	p=0,98,		0,27,	0,51	et	0,29	respectivement	pour	GAD,	IA2,	ZnT8	et	insuline). 

	

D’autres	 hypothèses,	 plus	 générales,	 peuvent	 expliquer	 ces	 difficultés,	 à	 savoir	 d’une	

part	 l’affinité	 des	 lymphocytes	 T	 autoréactifs,	 ou	 d’autre	 part	 les	 différences	 existant	

entre	les	peptides	de	synthèse	et	les	peptides	immuno-dominants	produits	in	vivo.	

	

Il	 a	 ainsi	 été	 démontré	 que	 des	 lymphocytes	 T	 auxiliaires	 CD4+	 reconnaissent	 des	

épitopes	formés	par	la	fusion	de	peptides	différents	(figure	24),	chez	la	souris	NOD	ainsi	

que	 chez	 l’homme(111).	 Ces	 peptides	 hybrides	 présentent	 une	 antigénicité	 plus	

importante	 que	 celle	 des	 peptides	 pris	 séparément,	 la	 concentration	 d’antigène	

nécessaire	à	la	détection	d’une	réponse	lymphocytaire	étant	largement	inférieure.		

	

	
Figure	23	:	exemples	de	peptides	hybrides	

	

Ainsi,	la	stimulation	imparfaite	par	des	peptides	reconnus	partiellement	par	le	TCR	des	

lymphocytes	T		pourrait	expliquer	les	réponses	faibles	obtenues	en	ELISPOT.	
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Figure	 24	:	 A	:	 production	 d’interféron	 gamma	 en	 réponse	 à	 un	 antigène,	 chez	 la	 souris	
NOD	;	 comparaison	 des	 réponses	 en	 fonction	 de	 la	 concentration	 d’antigène	:	 peptide	
hybride	(carrés	noirs)	et	peptide	non	modifié	(carrés	blancs).	B	:	identification	d’un	peptide	
hybride	chez	l’homme	:	fusion	d’un	fragment	du	peptide	C	et	du	neuropeptide	Y.	Delong	et	
al.	2016.	
	
	
Les		peptides	hybrides	in	vivo	peuvent	être	le	fruit	d’une	réaction	secondaire	au	niveau	

des	 granules	 de	 sécrétion	 des	 cellules	 bêta,	 se	 trouvant	 favorisée	 par	 la	 présence	 de	

nombreux	 produits	 de	 clivage	 et	 par	 une	 concentration	 importante	 de	 peptides	

différents.	 L’identification	 de	 ces	 peptides,	 possiblement	 à	 l’origine	 de	 la	 rupture	 de	

tolérance	 initiale,	 constitue	 un	 défi	 majeur	 pour	 le	 diabète,	 comme	 pour	 d’autres	

maladies	auto-immunes.		

	

	

5)	Un	zoom	sur	la	réponse	spécifique	de	l’autoantigène	

ZnT8	dans	une	population	pédiatrique	

Les	 anticorps	 anti-ZnT8	 sont	 considérés	 comme	 des	 marqueurs	 indépendants	 du	

diabète	 de	 type	 1.	 Leur	 présence	 est	 corrélée	 avec	 l’âge	 du	 patient	 au	 moment	 du	

diagnostic,	culmine	au	diagnostic,	pour	décroitre	par	la	suite(112).		
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Dans	notre	population,	la	proportion	de	patients	avec	des	auto-anticorps	anti-ZnT8	est	

relativement	 faible	par	rapport	à	ce	qui	est	usuellement	décrit	dans	 la	 littérature	chez	

les	enfants.	Cependant,	des	résultats	similaires	sont	retrouvés	pour	l’ELISPOT,	avec	peu	

de	patients	présentant	une	réactivité	anti-ZnT8.		

	

Cette	 observation	 trouve	 probablement	 son	 explication	 dans	 la	 taille	 réduite	 de	 notre	

population,	 qui	 ne	 permettrait	 pas	 d’obtenir	 de	 chiffres	 pleinement	 représentatifs	 de	

l‘ensemble	de	la	population	diabétique,	en	particulier	pour	les	anticorps.		

Parallèlement,	 en	 ce	 qui	 concerne	 les	 réponses	 lymphocytaires,	 la	 plupart	 des	 études	

sont	réalisées	sur	de	faibles	échantillons	et	sont	sujettes	au	même	biais.		

	

	

6)	L’avenir	des	tests	de	détection	des	lymphocytes	T	

autoréactifs	

Les	biomarqueurs,	que	ce	 soit	pour	 la	prédiction	du	diabète	ou	 le	 suivi	 et	 l’évaluation	

des	 immuno-interventions,	 font	 l’objet	 aujourd’hui	 d’un	 important	 développement	 et	

sont	 fréquemment	 comparés	 et	 réévalués(113).	 Parallèlement,	 de	 nouvelles	 voies	

prometteuses	sont	régulièrement	découvertes.		

	

Par	 exemple,	 l’étude	 des	 transcriptomes	 des	 lymphocytes	 T	 cytotoxiques	 CD8+,		

retrouvées	 chez	 les	 patients	 diabétiques	 comme	 chez	 des	 sujets	 sains,	 a	 permis	 de	

montrer	 la	 diminution	 de	 certains	 éléments	 de	 la	 voie	 extrinsèque	 de	 l’apoptose	

(systèmes	 Fas/Fas-Ligand	 et	 TRAIL-R2/TRAIL)	 dans	 les	 cellules	 des	 malades.	 Ceci	

confirme	l’hypothèse	d’une	prolifération	anormale	des	lymphocytes	autoréactifs	chez	les	

patients	par	un	échec	d’activation	de	l’apoptose	de	ces	cellules(114).		

Des	techniques	existent	également	pour	évaluer	la	masse	de	cellules	bêta	fonctionnelles	

et	 mesurer	 l’inflammation	 locale.	 Par	 exemple,	 chez	 la	 souris	 NOD,	 le	 marquage	

magnétique	 des	 cellules	 T	 permet	 de	 visualiser	 en	 temps	 réel	 leur	 recrutement	 au	

niveau	 pancréatique(115).	 Chez	 l’homme,	 grâce	 à	 des	 nanoparticules	 magnétiques,	

l’inflammation	est	retrouvée	au	niveau	du	pancréas(116).		
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Plus	 récemment,	 la	 détection	 dans	 le	 sérum	de	 copies	 d’ADN	déméthylées	 circulantes	

issues	spécifiquement	de	la	cellule	bêta	montre	une	augmentation	du	nombre	de	copies,	

chez	la	souris	mais	aussi	chez	le	patient	diabétique(117).		

	

A	 l’heure	 actuelle,	 parmi	 les	 différents	 biomarqueurs,	 les	 autoanticorps	 du	 diabète	

restent	 les	 plus	 prédictifs	 de	 la	 maladie.	 Plus	 encore,	 l’étude	 des	 isotypes	 de	 ces	

anticorps	 met	 en	 évidence	 des	 profils	 particuliers	 associés	 à	 la	 variabilité	 de	 la	

progression	vers	 la	maladie.	Les	 sujets	avec	 certains	 isotypes	n’évolueront	pas	vers	 le	

diabète(118).	

	

Cependant,	la	place	de	tous	ces	biomarqueurs,	y	compris	la	détection	des	lymphocytes	T	

autoréactifs	dans	le	sang	périphérique,	reste	à	définir.	L’hétérogénéité	des	réponses	aux	

différentes	immuno-interventions	et	 la	nécessité	de	pouvoir	prédire	la	maladie	impose	

de	continuer	à	développer	et	identifier	ces	biomarqueurs.		
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Conclusion	

Les	résultats	observés	lors	de	l’ELISPOT	diabète	présentent	des	similitudes	avec	ce	qui	

est	couramment	rapporté	dans	la	littérature.	Seule	la	réactivité	anti-ZnT8	-tout	comme	

la	 positivité	 des	 auto-anticorps	 correspondants-	 apparaît	 en-deçà	 des	 valeurs	

habituellement	décrites.	La	poursuite	de	notre	étude,	dans	la	perspective	d’augmenter	la	

taille	 de	 l‘échantillon,	 permettrait	 probablement	 d’obtenir	 des	 données	 chiffrées	 plus	

représentatives	de	la	population	diabétique	prise	dans	son	intégralité,	notamment	en	ce	

qui	concerne	ZnT8.	

	

En	 l’état,	 	 eu	 égard	 aux	 faibles	 niveaux	 des	 réponses	 identifiées,	 la	 technique	 de	

l’ELISPOT	apparaît	 comme	 encore	 imparfaite.	 Bien	 que	 le	 test	 soit	 techniquement	

mature	-ce	que	son	utilisation	dans	d’autres	domaines	d’application	semble	prouver-	le	

choix	 de	 la	 nature	 des	 antigènes	 utilisés	 constitue	 une	 piste	 d’amélioration	 digne	

d’intérêt.			

	

En	effet,	les	pools	de	peptides	n’ont	pas	conduit	à	l’obtention	de	meilleures	réponses,	à	la	

fois	 en	 termes	 de	 nombre	 de	 patients	 positifs	 que	 de	 fréquences	 lymphocytaires	 par	

rapport	aux	peptides	seuls.	Cette	observation	pourrait	s’expliquer	par	 la	nature-même	

du	 pool,	 comparativement	 aux	 peptides	 seuls,	 qui	 impliquerait	 une	 diminution	 de	

l’avidité	 relative	 des	 interactions	 HLA/peptide/TCR	 du	 fait	 d’une	 faible	 affinité	 des	

lymphocytes	T	autoréactifs	circulants.		

	

En	outre,	la	question	de	la	nature	des	épitopes	actifs	in	vivo	reste	entière.	La	possibilité	

d’identifier	 les	peptides	hybrides	constitue	un	enjeu	actuel	et	un	défi	majeur,	qui	nous	

permettrait,	 d’une	 part,	 de	 revisiter	 et	 d’actualiser	 la	 nature	 des	 réponses	

lymphocytaires	 dans	 le	 diabète,	 et	 d’autre	 part,	 de	 faire	 de	 l’ELISPOT	 un	 outil	

incontournable	 pour	 suivre	 et	 évaluer	 immunologiquement	 l’efficacité	 des	

immunothérapies.	
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Annexes	

Volume	de	sang	veineux	à	prélever	(et	volume	maximal	de	sang	pouvant	être	prélevé	

chez	des	patients	de	moins	de	14	ans	*	selon	GARZA	Diana,	BECAN-MCBRIDE	Kathleen.	

Phlebotomy	Handbook,	Third	Edition,	Appleton	&	Lange,	Connecticut,	1993,	p419)	

	 Prélèvements	pour	ELISPOT	 Pour	information	*	

Poids	
(kg)	

Quantité	
optimale	
par	

ponction	
(ml)	

Types	de	tubes	
héparinés		à	utiliser	
(bouchon	vert)	

Quantité	
maximale	par	
ponction	(ml)	

Quantité	
maximale	

totale	prélevée	
pendant	un	
mois	ou	moins	

(ml)	
9.5-11.4	 7	 1	tube	7	ml	 10	 70	
11.8-13.6	 7	 1	tube	7	ml	 10	 80	
14.1-15.9	 7	 1	tube	7	ml	 10	 100	
16.4-18.2	 7	 1	tube	7	ml	 10	 130	
18.6-20.5	 14	 2	tubes	7	ml	 20	 140	
20.9-22.7	 14	 2	tubes	7	ml	 20	 160	
23.2-25.0	 14	 2	tubes	7	ml	 20	 180	
25.5-27.3	 14	 2	tubes	7	ml	 20	 200	
27.7-29.5	 14	 2	tubes	7	ml	 25	 220	
30.0-31.8	 14	 2	tubes	7	ml	 30	 240	
32.3-34.1	 14	 2	tubes	7	ml	 30	 250	
34.5-36.4	 14	 2	tubes	7	ml	 30	 270	
36.8-38.6	 14	 2	tubes	7	ml	 30	 290	
39.1-40.9	 14	 2	tubes	7	ml	 30	 310	
41.4-43.2	 14	 2	tubes	7	ml	 30	 330	
43.6-45.5	 14	 2	tubes	7	ml	 30	 350	
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Pools	de	peptides	ZnT8	:	peptides	fabriqués	individuellement	à	façon	par	la	société	

Sigma	:	90	peptides	de	15	mer	avec	un	overlap	de	11	acides	aminés	

	
Peptide	 Séquence	 Peptide	 Séquence	
Znt8-1	 MEFLERTYLVNDKAA	 Znt8-46	 VSSCAVAANIVLTVV	
Znt8-2	 ERTYLVNDKAAKMYA	 Znt8-47	 AVAANIVLTVVLHQR	
Znt8-3	 LVNDKAAKMYAFTLE	 Znt8-48	 NIVLTVVLHQRCLGH	
Znt8-4	 KAAKMYAFTLESVEL	 Znt8-49	 TVVLHQRCLGHNHKE	
Znt8-5	 MYAFTLESVELQQKP	 Znt8-50	 HQRCLGHNHKEVQAN	
Znt8-6	 TLESVELQQKPVNKD	 Znt8-51	 LGHNHKEVQANASVR	
Znt8-7	 VELQQKPVNKDQCPR	 Znt8-52	 HKEVQANASVRAAFV	
Znt8-8	 QKPVNKDQCPRERPE	 Znt8-53	 QANASVRAAFVHALG	
Znt8-9	 NKDQCPRERPEELES	 Znt8-54	 SVRAAFVHALGDLFQ	
Znt8-10	 CPRERPEELESGGMY	 Znt8-55	 AFVHALGDLFQSISV	
Znt8-11	 RPEELESGGMYHCHS	 Znt8-56	 ALGDLFQSISVLISA	
Znt8-12	 LESGGMYHCHSGSKP	 Znt8-57	 LFQSISVLISALIIY	
Znt8-13	 GMYHCHSGSKPTEKG	 Znt8-58	 ISVLISALIIYFKPE	
Znt8-14	 CHSGSKPTEKGANEY	 Znt8-59	 ISALIIYFKPEYKIA	
Znt8-15	 SKPTEKGANEYAYAK	 Znt8-60	 IIYFKPEYKIADPIC	
Znt8-16	 EKGANEYAYAKWKLC	 Znt8-61	 KPEYKIADPICTFIF	
Znt8-17	 NEYAYAKWKLCSASA	 Znt8-62	 KIADPICTFIFSILV	
Znt8-18	 YAKWKLCSASAICFI	 Znt8-63	 PICTFIFSILVLAST	
Znt8-19	 KLCSASAICFIFMIA	 Znt8-64	 FIFSILVLASTITIL	
Znt8-20	 ASAICFIFMIAEVVG	 Znt8-65	 ILVLASTITILKDFS	
Znt8-21	 CFIFMIAEVVGGHIA	 Znt8-66	 ASTITILKDFSILLM	
Znt8-22	 MIAEVVGGHIAGSLA	 Znt8-67	 TILKDFSILLMEGVP	
Znt8-23	 VVGGHIAGSLAVVTD	 Znt8-68	 DFSILLMEGVPKSLN	
Znt8-24	 HIAGSLAVVTDAAHL	 Znt8-69	 LLMEGVPKSLNYSGV	
Znt8-25	 SLAVVTDAAHLLIDL	 Znt8-70	 GVPKSLNYSGVKELI	
Znt8-26	 VTDAAHLLIDLTSFL	 Znt8-71	 SLNYSGVKELILAVD	
Znt8-27	 AHLLIDLTSFLLSLF	 Znt8-72	 SGVKELILAVDGVLS	
Znt8-28	 IDLTSFLLSLFSLWL	 Znt8-73	 ELILAVDGVLSVHSL	
Znt8-29	 SFLLSLFSLWLSSKP	 Znt8-74	 AVDGVLSVHSLHIWS	
Znt8-30	 SLFSLWLSSKPPSKR	 Znt8-75	 VLSVHSLHIWSLTMN	
Znt8-31	 LWLSSKPPSKRLTFG	 Znt8-76	 HSLHIWSLTMNQVIL	
Znt8-32	 SKPPSKRLTFGWHRA	 Znt8-77	 IWSLTMNQVILSAHV	
Znt8-33	 SKRLTFGWHRAEILG	 Znt8-78	 TMNQVILSAHVATAA	
Znt8-34	 TFGWHRAEILGALLS	 Znt8-79	 VILSAHVATAASRDS	
Znt8-35	 HRAEILGALLSILCI	 Znt8-80	 AHVATAASRDSQVVR	
Znt8-36	 ILGALLSILCIWVVT	 Znt8-81	 TAASRDSQVVRREIA	
Znt8-37	 LLSILCIWVVTGVLV	 Znt8-82	 RDSQVVRREIAKALS	
Znt8-38	 LCIWVVTGVLVYLAC	 Znt8-83	 VVRREIAKALSKSFT	
Znt8-39	 VVTGVLVYLACERLL	 Znt8-84	 EIAKALSKSFTMHSL	
Znt8-40	 VLVYLACERLLYPDY	 Znt8-85	 ALSKSFTMHSLTIQM	
Znt8-41	 LACERLLYPDYQIQA	 Znt8-86	 SFTMHSLTIQMESPV	
Znt8-42	 RLLYPDYQIQATVMI	 Znt8-87	 HSLTIQMESPVDQDP	
Znt8-43	 PDYQIQATVMIIVSS	 Znt8-88	 IQMESPVDQDPDCLF	
Znt8-44	 IQATVMIIVSSCAVA	 Znt8-89	 SPVDQDPDCLFCEDP	
Znt8-45	 VMIIVSSCAVAANIV	 Znt8-90	 QDPDCLFCEDPCD	
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Quantification des lymphocytes T autoréactifs circulants au cours du diabète insulino-dépendant  
 
La détection fiable des lymphocytes T autoréactifs circulants chez les patients diabétiques reste un 
défi majeur d’actualité, pour fournir un marqueur immunologique utile à une meilleure évaluation des 
thérapies d’immuno-intervention chez les patients diabétiques, mais également à l’établissement de 
profils de réactivité d’intérêt diagnostique chez les patients à risque de développer un diabète de type 
1. La plupart des études décrites dans la littérature concernent une population adulte et se basent sur 
l’utilisation de peptides immuno-dominants choisis, restreignant les tests à certains patients. 
Le test ELISPOT est réalisé chez des enfants diabétiques de type 1, au moment du diagnostic. Les 
antigènes utilisés sont des pools de peptides chevauchants (commerciaux pour GAD, IA2 et 
insuline ; produit à façon pour ZnT8) permettant de tester tous les enfants, et ce sans restriction HLA.  
Les résultats sont assez proches de ceux de la littérature concernant les réactivités anti-GAD, IA2 et 
insuline, avec des réponses faibles en fréquence. En revanche, la réactivité anti-ZnT8 est nettement 
inférieure à ce qui est habituellement décrit, tout comme la positivité des autoanticorps anti-ZnT8 ; ce 
qui peut être lié à un biais statistique dû au faible effectif de notre population.  
L’utilisation des pools de peptides ne montre pas de supériorité par rapport à celle de peptides 
restreints. Elle ne permet pas l’obtention de meilleures réponses, à la fois en termes de fréquence et 
de nombre de patients positifs. L’amélioration du test de l’ELISPOT, bien que mature techniquement, 
passerait par l’identification et l’utilisation de peptides hybrides, plus proches des épitopes actifs in 
vivo.  
 
Mots clés : Immunologie, Pédiatrie, Diabète type 1, Lymphocytes T autoréactifs, ELISPOT, Interféron 
gamma, Autoantigènes 
 
Detecting autoreactive T cells in type 1 diabetes using the cytokine ELISPOT assay 
 
The ability to reliably detect autoreactive T cells in type 1 diabetes still constitutes a major challenge. 
In fact, relevant biological markers are still crucially needed in order to better assess 
immunotherapies, but also to improve prediction of type 1 diabetes in patients flagged as being at risk 
for the disease. Most existing studies in the field have been conducted so far in the adult population 
on the basis of the knowledge of  HLA-restricted immunodominant epitopes targeted by T cells.  
The ELISPOT assay evaluated in this study was performed in a paediatric population, at the time of 
type 1 diabetes diagnosis. Autoantigens used for autoreactive T cell enumeration awere overlapping 
peptide pools (commercial pools for GAD, IA2 and insulin; custom peptide library for ZnT8), which 
made it possible to test all included children,  independently of HLA restriction.  
Low frequencies of GAD-, IA2- and insulin-specific T cells were identified, as previously reported by 
others. By contrast, both frequencies of ZnT8-specific T cells and ZnT8 antibody titer were clearly 
lower than what has been described, which could be due to a statistical bias, linked to the small size 
of  our sample.  
Using overlapping peptide pools, rather than HLA restricted epitopes, does not seem to improve the 
detection of autoreactive T cells. The frequency of these autoreactive T cells appears low, as well as 
the number of positive patients. The ELISPOT assay, which is basically technically mature, could 
however be improved based on the recent identification of immunogenic hybrid fusion peptides both 
in the NOD mouse model of type 1 diabetes and in diabetic patients. 
 
Keywords : Immunology, Pediatry, Type 1 diabetes, Autoreactive T cells, Interferon-gamma, 
ELISPOT, Autoantigens 
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