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Titre

Vaccination orale par la préproinsuline couplée au Fc (PPI-Fc) dans la prévention du diabéte de
type 1

Résumé

Le diabéte de type 1 (DT1) est une maladie auto-immune résultant de la destruction des cellules
B du pancréas par des lymphocytes T (LT) auto-réactifs. L'échappement de ces LT a la sélection
thymique constitue la premiére étape dans la progression auto-immune. La sélection thymique
étant tres active pendant la vie néonatale, l'introduction précoce et non invasive de l'antigene
initiateur préproinsuline (PPI) dans le thymus pourrait renforcer cette sélection et ainsi
prévenir le DT1. La voie physiologique du récepteur Fc néonatal (FcRn) permet le transfert des
anticorps maternels a l'enfant pendant l'allaitement. Nous avons donc fusionneé la PPI au
fragment Fc des anticorps (PPI-Fc), lui permettant de traverser la barriere intestinale via le
FcRn, et d'accéder a une distribution systémique. Les objectifs de ce travail de thése entaient
donc (1) de valider le transfert systémique de la PPI-Fc aprés administration par voie orale chez
des souris nouveau-nées, (2) d'évaluer son potentiel thérapeutique ainsi que (3) de caractériser
les modifications cellulaires résultant de notre traitement. Nos résultats montrent que la PPI-
Fc est transférée a travers 1'épithélium intestinal de maniére dépendante du Fc et du FcRn, est
captée par des cellules présentatrices d'antigene de la lamina propria, et est retrouvée dans les
ganglions mésentériques, la rate, et le thymus. En revanche, notre traitement ne parvient pas
a prévenir le développement du DT1 que ce soit dans un modéle de souris NOD transgéniques
dont les LT reconnaissent la PPI, ou dans un modéle polyclonal et spontané NOD.Ins2-/-
développantle DT1 de maniére accélérée. Aucune modification phénotypique ou fonctionnelle
n'a été détectée a la suite du traitement parmi les différentes populations de cellules
immunitaires. En conclusion, 'administration orale de la PPI-Fc ne suffit pas a induire une
protection vis-a-vis du DT1. L'utilisation d'une protéine de fusion Fc couvrant plusieurs
épitopes de la cellule p est envisagée pour élargir la spécificité de la tolérance.

Mots-clés

Diabéte de type 1, tolérance immunitaire, vaccination, prévention, immunothérapies

Title
Oral vaccination with Fc-coupled preproinsulin for Type 1 Diabetes prevention

Abstract

Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease that results from the destruction of pancreatic
B cells by autoreactive T cells. The escape of such T cells from thymic selection is the first step
of autoimmune progression. Thymic selection is very active during the neonatal period. We
hypothesized that a non-invasive introduction of the initiating antigen preproinsulin (PPI) into
the thymus during neonatal life may reinforce this process and thus prevent T1D. Our strategy
exploits the neonatal Fc receptor (FcRn), which physiologically delivers maternal antibodies to
the child during breastfeeding. We have generated a fusion protein comprising PPI and an IgG
Fc fragment (PPI-Fc). PPI-Fc can exploit the FcRn pathway to cross the intestinal barrier and
achieve a systemic distribution, including in the thymus. The aims of my thesis project were
(1) to validate the systemic transfer of PPI-Fc after oral administration to newborn mice, (2) to
assess its therapeutic potential and (3) to characterize the immune cell modifications induced
by our treatment. Our results showed that PPI-Fc is transferred through the intestinal
epithelium in a Fc and FcRn-dependent manner, is taken up by antigen presenting cells and
reaches the mesenteric lymph nodes, the spleen and the thymus. However, PPI-Fc fails to
prevent T1D development in both a transgenic NOD mouse model, in which all T cells
recognize PPI and a spontaneous polyclonal NOD.Ins2-/- model that develop accelerated T1D.
Moreover, no phenotypical or functional modifications were observed on immune cells after
treatment. In conclusion, PPI- Fc oral administration is not enough to induce protection of T1D.
An Fc-fused polypeptide covering several B-cell epitopes is considered in order to widen
tolerance specificity.

Keywords

Type 1 Diabetes, immune tolerance, vaccination, prevention, immunotherapies
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I. Le diabete de type 1

[.1 Généralités

Le diabéte touche plus de 460 millions de personnes a travers le monde (1).
Le diabete de type 1 (DT1) représente environ 10% de ces cas. Il s’agit d’un
véritable probleme de santé publique dont le nombre de cas ne cesse

d’augmenter, a un rythme d’environ 3% par an en France.

I <5 per 100,000
I 5-<10 per 100,000
I 10-<20 per 100,000
20-<30 per 100,000
B >30 per 100,000
. No data available

Figure 1. Carte de l'incidence du DT1 dans le monde (Patterson et al. Diabetes Res Clin Pr 2019).

Le DT1 se développe trés tot, le plus souvent chez les enfants et
adolescents (le pic d’incidence est observé entre 10 et 14 ans), mais il peut
survenir a tout age. Il y a autant d’adultes que d’enfants diabétiques de type 1,
méme si 'auto-immunité sous-jacente est probablement moins agressive chez
I’adulte (2). L’incidence est trés variable selon les zones géographiques, on
observe notamment un gradient Nord/Sud (Figure 1), avec des chiffres allant de
0,6 nouveaux cas pour 100 000 personnes par an en Chine, jusqu’a 60 pour 100
000 en Finlande (International Diabetes Federation. IDF Diabetes Atlas, 9th edn.
Brussels, Belgium: 2019. Disponible sur : https://www.diabetesatlas.org).
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Cependant, a I’échelle mondiale, I'incidence est en constante augmentation, le
nombre de nouveaux cas par an ayant doublé depuis 25 ans. Les mécanismes
derriere ces différences géographiques et cette augmentation globale de
I'incidence sont largement attribués a des influences environnementales qui

restent mal précisées.

Le DT1 résulte d’une carence en insuline, normalement produite par les
cellules B situées dans les ilots de Langerhans du pancréas. Le plus souvent, le
diagnostic a lieu devant des symptomes de polydipsie et polyurie (le duo
classique de symptomes associés a l'apparition du diabéete en général) et de perte
de poids, qui reflete une insulinopénie et est quant a lui plutot associée au DT1
(3, 4). Le diagnostic repose sur une mesure de glycémie qui doit étre supérieure a
7 mmol/L (126 mg/dL) si effectuée a jeun, ou supérieure a 11,1 mmol/L (200
mg/dL) hors jeun. Il est aussi possible de diagnostiquer la maladie si des résultats
anormaux sont obtenus suite a un test de tolérance au glucose par voie orale. En
2009, I'American Diabetes Association a modifié ses directives pour le diagnostic
du diabete afin d'inclure 1'hémoglobine glyquée (HbAlc), correspondant a une
forme de I’hémoglobine ayant fixé le glucose circulant et qui permet d’obtenir une
valeur moyenne des concentrations de glucose dans le sang sur 3 mois. La valeur

seuil est fixée a 6,5%. (4).

preproinsulin proinsulin C peptide insulin

Figure 2. Maturation de I'insuline. Le précurseur a I'insuline, la préproinsuline, est composée des
chaines A, B et C et d’'une séquence signal. Un premier clivage permet I’élimination de la séquence signal,
donnant ainsi la proinsuline. Le clivage du peptide C permet la génération de I'insuline fonctionnelle. Tiré

de : http://watcut.uwaterloo.ca/webnotes/Metabolism/Hormones.html#hormonesInsulinwatcut.com

Un dosage du taux de peptide C est également pertinent pour évaluer la

gravité de la pathologie. En effet, le peptide C est issu du clivage de la proinsuline
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(PI) en insuline et est libéré en méme temps que cette derniere (Figure 2). Il reflete
donc la capacité des cellules B du patient a produire et sécréter de I'insuline. Une
valeur de peptide C faible correspond donc a un manque d’insuline et par

conséquent a un besoin d’apport en insuline exogene.

Cependant, le diagnostic intervient de maniére tres tardive par rapport a
I’évolution de la maladie, qui débute plusieurs mois a plusieurs années
auparavant. Cette longue phase pré-symptomatique et silencieuse est marquée
par le développement progressif d’une auto-immunité anti-cellule B, qui peut étre
révélée par le dosage des auto-anticorps dirigés contre I’'insuline (IAA, pour insulin
autoantibodies), la décarboxylase de l'acide glutamique (GADG65), la insulinoma-

associated antigen 2 (IA-2) et le transporteur 8 du zinc (ZnT8).

[.2 Histoire naturelle

L’histoire naturelle du DT1 a été modélisée en 1986 par George Eisenbarth
(5) et, bien qu’adapté depuis (6), ce modele est encore largement utilisé de nos
jours (Figure 3). Il décrit I’évolution de la fonction insulino-sécrétrice des cellules
B en fonction du temps, suivant une séquence d'événements commencant par une
prédisposition génétique (stade 0, (A)) suivie d’évenements extérieurs
(environnementaux) qui vont précipiter le processus auto-immun spécifique aux
ilots (B). Que cette réponse immunitaire soit induite par un déclencheur
particulier ou qu’elle soit due a une succession d’évenements stochastiques reste
encore aujourd’hui un sujet de spéculation et de controverse. La phase suivante
est une phase asymptomatique d’auto-immunité infra-clinique (C) qui se
caractérise par la présence d’au moins deux auto-anticorps anti-ilots, associée a
une glycémie normale (stade 1) puis altérée sans pour autant étre encore
symptomatique (stade 2). Il s’agit d’une phase critique, marquée par l'activation
de différents mécanismes d’auto-immunité conduisant a la destruction croissante
des cellules g par des lymphocytes T (LT) auto-réactifs. Lorsque le patient présente
les signes cliniques associés a une hyperglycémie franche (polyuro-polydipsie et
éventuellement perte de poids, discutés plus haut), le diabete est déclaré (stade
3, (D)) et on assiste a une progression vers une perte complete des cellules B (E),
dont le timing est extrémement variable, qui est plus rapide chez I’enfant que
chez I’adulte (7).
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Ce modele, trés utile, schématise la pathogénése du DT1 de maniére
simplifiée mais linéaire alors qu’il est nécessaire de tenir compte de la complexité

de plus en plus apparente de cette maladie. En effet, a chacun des stades, il existe

~(B)
Environmental
triggers

Genetically (D)
at-risll( Clinical
population diagnosis
) L At-risk
Autoimmunity: no subject

Dysglycemia: no

Symptomatic : no auto-antibody+

(IAA, GAD, IA-2, ZnT8)

- Primary Autoimmunity: yes  Autoimmunity: yes
o prevention Dysglycemia: no Dysglycemia: yes
e . .
<.C) Symptomatic : no Symptomatic : no
=]
Y
© Secondary
é;_ prevention
Time -
Stage 0 Stage 1 Stage 2 Stage 3

Figure 3. Histoire naturelle du DT1.

une hétérogénéité qui n'est pas complétement comprise aujourd’hui. Tout
d’abord, la progression vers le déclenchement du processus auto-immun (de (A)
vers (B)) est hétérogene et est affectée par des caractéristiques génétiques mais
aussi immunitaires, environnementales et démographiques (age, indice de masse
corporelle) (3, 8). D’autre part, il existe entre les individus une grande variation
de la masse et de la fonction initiales des cellules B. Des défauts dans 1'un ou les
deux pourraient étre induits ou programmeés au cours du développement et ainsi
donner des issues différentes en fonction de chacun (3). Par ailleurs, le déclin de
la fonction des cellules B pourrait ne pas refléter correctement le déclin de leur
masse car aucune méthode d’imagerie pour la mesure de la masse des cellules B
n'a été établie. Enfin, tous les individus présentant des signes d’auto-immunité,
notamment les individus avec un seul auto-anticorps, ne progresseront pas vers
un diabete manifeste, pour des raisons qui restent mal comprises (9).
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Les recherches sur ’histoire naturelle du DT1 qui visent a classifier et
stratifier les patients ou individus a risque sont critiques afin de comprendre les
mécanismes pathologiques sous-jacents. En effet, le suivi d’enfants a risque dans
I’étude DAISY a permis d’optimiser la prise en charge de ces patients en passant
de 44 a 3% d’hospitalisations au diagnostic. Ces hospitalisations étaient
notamment liées a 1’acidocétose, une complication aigue pouvant également
accélérer le déclin de la fonction B -cellulaire résiduelle (10, 11). De plus, une
insulinothérapie intensifiée juste apres le diagnostic du DT1 peut permettre de
limiter la progression de la maladie (I2), maintenir une insulino-sécrétion
résiduelle (13)et, surtout, réduire la morbi-mortalité associée (14). Ces différentes
observations suggerent que la prise en charge et le traitement de patients tres
précocement améliorent les résultats a long terme.

Afin de concevoir des essais cliniques plus efficaces en termes de durée,
colit et rapport risques-bénéfices, il faut pouvoir prédire la progression de la
maladie selon des criteres précis. L’affinement des différents stades de I’histoire
naturelle de la maladie et de la stratification pronostique des patients est donc un
élément clé pour optimiser le bénéfice clinique (6).

1.3 Etiologie

[.3.1 Facteurs génétiques

Aujourd’hui, une seule étude a recensé une forme monogénique de DT1
(15). En dehors de cette forme tres rare, le DT1 est défini comme une maladie
polygénique. Grace a des études d'association pangénomiques (GWAS) effectuées
sur des cohortes de patients diabétiques et de sujets sains, plus de 50 loci ont été
identifiés comme étant des loci de susceptibilité pour le DT1 (loci IDDM, pour

« insulin-dependent diabetes mellitus ») (16) (Figure 4).

Le locus de l'antigene leucocytaire humain (HLA chez I’homme ; aussi
appelé complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) chez I’homme et la souris)
sur le chromosome 6p21 représente plus de 50% du risque génétique attribuable
(17). 11 s’agit notamment des haplotypes de classe II HLA-DR et HLA-DQ,
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responsables de la présentation de l'antigene par les lymphocytes B (LB), les
cellules dendritiques (DCs) et les macrophages aux LT CD4".

En fonction des alléles, on peut établir une hiérarchie dans la susceptibilité,
allant de la protection a un risque élevé. L'haplotype DR2-DQ6
(DRB1*15:01/DQA1*01:02-DQB1*06:02), retrouvé dans 20% de la population
générale mais seulement chez 1% des patients, confére une protection dominante
contre le DT1 (18). A l'autre l'extrémité de ce spectre se trouvent des individus
avec l'haplotype hétérozygote DR3/DQ2 et DR4/DQ8 (DR3 est DRB1*03, DQ?2 est
DQB1*02:01, DR4 est DRB1*04, DQ8 est DQB1*03:02 ; DR3 et DR4 étant en
déséquilibre de liaison génétique avec DQ2 et DQS8, respectivement) (18). Si les
haplotypes DR3/DQ2 et DR4/DQ8 isolés conferent un risque moindre, ils ont un

effet particulierement fort en association (Figure 4).
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Figure 4. Loci de susceptibilité au DT1 et répartition des alleles HLA de classe II entre patients

diabétiques et individus sains. Adapté de Brezar el al Endoc Rev 2011.

Dans les études génétiques, ['odds ratio (OR) est la mesure statistique
utilisée pour calculer si un polymorphisme nucléotidique (SNP, single-nucleotide
polymorphisme) donné est associé a la maladie. Un OR de 1 implique que
I'événement est également probable dans les groupes de patients et de contréles.
Les OR des alleles prédisposant a des troubles complexes sont généralement

modestes, souvent de l'ordre de 1,2 a 1,3, et méme la région HLA a une valeur
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prédictive de seulement 6,8 (19). A titre comparatif, I’allele HLA-DBQ1*06:02
(protecteur pour le DT1) est associé a un OR de 251 dans la narcolepsie (20).

Une association tout aussi cohérente, quoique sensiblement moins
importante, a été trouvée pour les alléles de classe I (21). Différentes études ont
démontré qu'apres avoir pris en compte l'influence dominante des genes de classe
II, une partie de l'association résiduelle dans la région HLA peut étre attribuée aux
genes HLA-B et HLA-A. Plus particulierement, la présence de 1'allele HLA-B*39 est
un facteur de risque important et est associée a un plus jeune age au diagnostic
(22). En 2013, Mbunwe et al ont montré que les alleles HLA-A*24 et HLA-B*18 sont
associés a un risque accru chez les individus positifs pour les auto-anticorps et
apparentés a des patients DT1 (23).

I1 est toutefois important de noter que la majorité des individus possédant
un allele HLA a risque ne développera jamais de DT1. La valeur prédictive du HLA
est donc relativement faible, et il est nécessaire de trouver d’autres biomarqueurs
de risque pour évaluer avec précision la probabilité d’un individu de développer

un DT1 symptomatique (6).

Une deuxieme prédisposition génétique, bien qu’ayant un impact moindre,
est attribuée au locus du gene de I'insuline. Une cartographie détaillée a montré
que la sensibilité résidait dans le motif de répétition en tandem polymorphe
(VNTR, variable number of tandem repeats) dans la région promotrice du gene de
l'insuline (24, 25). L'ampleur du risque est corrélée avec le nombre de ces
répétitions en tandem, les individus présentant un VNTR de type I (avec des
répétitions plus courtes) homozygotes étant considérés comme ayant le risque le
plus élevé de développer le DT1, tandis que les individus avec des VNTR de type
Il (répétitions plus longues) sont protégés. Les VNTR régulant les niveaux
d'expression d'insuline dans le thymus (26, 27), I'hypothese prédominante est que
la taille de ces VNTR affecte la liaison du facteur de transcription AIRE (Auto-
Immune REgulator) a sa région promotrice. Par conséquent, le VNTR de type I
induira une transcription plus faible de l'insuline dans le thymus, conduisant a
une tolérance réduite et a un risque accru de DT1. Inversement, les LT réactifs a
I'insuline sont éliminées plus efficacement par sélection négative dans le thymus

d'individus porteurs de la variante allélique protectrice VNTR de type III (28).
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De nombreux autres loci de prédisposition ont été décrits de facon tres
exhaustive par les études GWAS, mais aucun ne correspond a la forte association
trouvée avec la région HLA. Parmi eux se trouvent beaucoup de génes de
I'immunité. Les plus fortes contributions proviennent en particulier de PTPN22
(29), IL2RA (30) et CTLA4 (31), qui contribuent d’ailleurs a la susceptibilité pour
d’autres maladies auto-immunes (19).

PTPNZ22 code pour la phosphatase LYP (lymphoid tyrosine phosphatase), un
régulateur important de la signalisation du récepteur des LT (TCR, T-cell receptor)
qui agit en déphosphorylant des molécules clés de la voie d’activation des LT (32).
Si les mécanismes de susceptibilité ne sont pas encore connus, on pourrait
imaginer que la perte de fonction de cette protéine provoquerait une activation
plus importante des LT auto-réactifs. Au contraire, un gain de fonction pourrait
limiter la stimulation du TCR dans le thymus ou a la périphérie et favoriser
I’échappement des LT de la sélection négative ou leur activation a la périphérie
(cf. partie II.1) (33).

IL2RA code pour la chaine a du récepteur a I'lL-2, aussi appelée CD25 (30,
34, 35). L’expression de CD25 est induite a la surface des LT aprés activation, mais
elle est constitutive sur les lymphocytes T régulateurs (Tregs). Ces derniers
dépendent de I'IL-2 pour leur survie et leur croissance, et une variation allélique
du géne IL2RA pourrait donc impacter la fonction des Tregs chez les individus
DT1 (36).

Enfin, le gene CTLA4 (31, 37) code pour la protéine homonyme CTLA-4
(Cytotoxic T-lymphocyte-Associated protein 4) qui régule les réponses
immunitaires, et son absence dans des modeles de souris Ctla4” induit un
syndrome lymphoprolifératif particulierement sévere et 1étal (38). Bien que les
mécanismes associés aux polymorphismes de CTLA4 dans le DT1 ne soient pas
élucidés, ces données suggerent une perturbation des mécanismes de tolérance

périphériques (cf. partie II.2).

Les variations génétiques influencent donc le déclenchement et la
progression de la maladie, mais elles ne peuvent pas tout expliquer. En effet, la
concordance pour un DT1 chez des jumeaux monozygotes n’atteint que 65 a 70%
dans I’étude disposant du suivi le plus long (39), avec des taux plus haut sile DT1
est apparu tres tot (40). Les facteurs environnementaux jouent donc le role plus

important.
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[.3.2 Facteurs environnementaux

Contrairement aux progres rapides dans la recherche de geénes de
susceptibilité, l'identification et la validation des facteurs environnementaux
associés au déclenchement ou a la prédisposition du DT1 restent encore un tres
grand défi, poursuivi notamment par I’étude TEDDY (The Environmental
Determinants of Diabetes in the Young) (41). Un grand nombre de ces facteurs a
été évoqué, allant de I'’environnement intra-utérin, aux virus, au microbiote ainsi
qu’aux antibiotiques et au régime alimentaire (42-44), mais un lien de causalité
n’a jamais été clairement établi. Une prévention par élimination des déclencheurs
environnementaux est donc difficile a réaliser, d’autant plus que le diagnostic
intervient apres une longue période asymptomatique. Il est alors possible que les
évenements incitatifs ne laissent aucune trace moléculaire détectable au moment
de la découverte clinique du DT1. Enfin, 'initiation de I’auto-immunité pourrait
impliquer l'action concomitante ou séquentielle de plusieurs facteurs
environnementaux fragilisant la cellule pB. Ces éléments extérieurs seraient
interprétés par l'organisme comme des signaux de dangers, déclenchant ou

précipitant le DT1.

Un des éléments le plus associé au développement du DT1 sont les
infections virales (45). En effet, de nombreuses données incriminent la famille des
entérovirus, et plus particulierement les coxsackievirus B (CVB) en tant que cause
précipitante du DT1 (46). Ce virus, capable d’infecter les cellules B, serait
responsable, du moins en partie, de ’activation du systeme immunitaire contre
les cellules B. En effet, ils peuvent induire une réponse interféron-a (IFN-a) qui
induit une surexpression des molécules HLA de classe I par les cellules B, deux
caractéristiques retrouvées dans les mécanismes de pathogénese du DT1 (47-50).
Cela rendrait les cellules B plus visibles par le systeme immunitaire et ce, dans un
contexte inflammatoire. Deux hypothéses sont actuellement discutées sur ce
processus. La premiere serait qu’a I'issue de I'infection des cellules g par le CVB,
ces dernieres seraient lysées, relarguant ainsi massivement des antigenes 8 dans
un environnement inflammatoire, menant a I’activation du systéme immunitaire.

La seconde serait une présentation d’antigénes viraux a la surface des cellules B,
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via le HLA de classe I, déclenchant ainsi leur destruction par les cellules
immunitaires. Une recherche est en cours visant a identifier ces peptides CVB et
les LT CD8" les reconnaissant, ainsi qu’a déterminer si un mimétisme moléculaire
avec un peptide issu d’une protéine du soi pourrait expliquer la destruction
anormale des cellules B saines (51-53). Le lancement d’essais cliniques de
vaccination par le CVB pour prévenir le DT1 souligne I'intérét porté a cette piste
de recherche (54).

La composition bactérienne de l'intestin est reconnue depuis longtemps
comme une variable importante affectant le développement du DT1. Des études
dans le modele de souris non obese diabetic (NOD, qui développe spontanément
un DT1) ont montré que l'incidence du diabete augmente dans des colonies de
souris élevées en conditions spécifiques sans pathogénes (SOPF) ou lors de
I'administration d'antibiotiques, et que les altérations du microbiome intestinal
peuvent modifier de maniére significative l'incidence du DT1 (55-57). A l'inverse,
l'administration de probiotiques pendant plusieurs semaines a partir du sevrage
peut réduire l'auto-immunité anti-ilot voire prévenir ’'apparition du DT1 chez la
NOD (58). Ces observations pourraient potentiellement expliquer le gradient
d’incidence Nord/Sud : les pays ayant des pratiques sanitaires plus strictes
montrent une incidence plus élevée de DT1.

De plus, une étude intéressante de Kostic et al révele une altération du
microbiote chez les enfants a risque, intervenant apres la séroconversion mais
avant 'apparition du DT1 (59).

Enfin, la paroi intestinale ne semble pas avoir la méme capacité a former
une barriere efficace séparant les bactéries luminales et le systéme immunitaire
dans les modeéles murins et chez les patients DT1 par rapport aux sujets témoins
(60, 61). On pense que ce phénotype appelé «leaky gut» permettrait le passage de
bactéries ou d’antigenes bactériens a travers la barriere intestinale, induisant des
réponses Thl et Th17. Cet environnement cytokinique inflammatoire pourrait
contribuer a I’activation des LT auto-réactifs de la LP, qui migreraient ensuite

jusqu’au pancréas pour détruire les cellules B. (60, 62).
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[.3.3 Auto-anticorps

Plus de 90% des personnes nouvellement diagnostiquées diabétiques de
type 1 présentent un ou plusieurs auto-anticorps ciblant des antigenes de la
cellule B (IAA, GADG65, IA-2, ZnT8) (63). A ce jour, aucun role pathogene de ces
auto-anticorps n’a été démontré. En particulier, le transfert maternel des auto-
anticorps au feetus n'augmente pas le risque de DT1 chez la progéniture et semble
méme avoir un certain effet protecteur (64). D’autre part, aucun des auto-
antigénes connus n’est exprimé a la surface des cellules B et aucun effet direct
des auto-anticorps sur la fonction des cellules g n’a été observé.

Ces auto-anticorps sont plutét des marqueurs de la réponse auto-immune
anti-cellule B et constituent les meilleurs éléments de diagnostic étiologique et de
prédiction du DT1 (6). Des études sur des cohortes d’individus présentant un
risque génétique élevé de DT1 et suivis dés la naissance ont montré que la
premiere séroconversion pour 1’'un de ces auto-anticorps intervenait tres tot,
avant l'age de 2 ans (65) (Figure 5A). Ainsi, ils sont présents de plusieurs mois a
plusieurs années avant l'apparition des symptomes d’hyperglycémie. De plus, le
nombre d’auto-anticorps est le parametre plus important pour la prédiction de
I’évolution de la maladie dés le plus jeune age : plus ce nombre est élevé, plus le
risque de développer un DT1 croit (Figure 5B) (3).
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Figure 5. Les autoanticorps dans le DT1. A : Age des enfants ayant développé un DT1 par la suite, a la
séroconversion (Parikka et al Diabetologia 2012) B: Risque du développement du DT1 en fonction du
nombre d’autoanticorps anti-ilots (DiMeglio et al The Lancet 2018).

Les auto-anticorps sont donc utilisés pour identifier les individus pouvant

présenter un risque accru de développer la maladie, en dépistant les personnes
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apparentées ou la population générale. Ils ne sont cependant pas parfaits et
marquent déja une étape avancée du processus auto-immun. Ainsi, des efforts de
recherche sont engagés pour identifier de nouveaux marqueurs prédictifs de
I'initiation des mécanismes d'auto-immunité, avec I'idée que d'autres anomalies
immunologiques, notamment au niveau des LT, précedent probablement la

présence des auto-anticorps pancréatiques (28, 66).

[.4 Immunopathogénese

Le processus auto-immun (Figure 6) débute par un échappement du thymus

des LT CD4* et CD8* auto-réactifs dii a un défaut de sélection négative (cf partie
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Figure 6. Schéma de I'immunopathogénése du DT1. Dans le thymus, la sélection clonale méne a la
délétion de clones auto-réactifs ou la génération de Tregs. Cependant, certains clones peuvent échapper
a cette sélection, et ce phénomeéne représente la premiére étape de la 'immunopathogénese du DT1.
Une fois en périphérie, ces LT peuvent migrer dans les PLN et reconnaitre leur antigene spécifique
présenté par une APC. Cette rencontre peut mener a la différenciation en Tregs mais si elle a lieu dans
un contexte inflammatoire, les LT peuvent s’activer, et adopter un profil pathogene. IIs migreront alors
jusqu’au ilots du pancréas ou ils procéderont a la destruction des cellules B.
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II.1.2). Lorsque ces cellules se retrouvent en périphérie, elles vont rencontrer des
cellules présentatrices d’antigenes (APC) présentant des peptides issus de
protéines des cellules B et ayant migré du pancréas vers les ganglions
lymphatiques pancréatiques (PLN). Effectuée dans des conditions inflammatoires,
cette interaction conduit a I'activation des LT CD4* et CD8* auto-réactifs. Cette
inflammation est portée par des signaux de danger et la production de cytokines
et d’especes réactives de l'oxygene par des cellules immunitaires innées présentes
au sein du pancréas ou des PLN (macrophages, cellules « natural killer » (NK),
neutrophiles),

Figure 7. Expression du HLA de classe I et infiltration immunitaire au sein des ilots. Coupe d’ilots
pancréatiques marqué par fluorescence avec un anticorps anti-insuline (vert) et, en rouge, un anticorps anti
HLA-ABC (gauche) ou anti-CD8 (a droite) (Coppieters et al J Exp Med 2012).

Si différentes catégories de cellules sont impliquées dans la pathogénese
du DT1, la population des LT CD8* est directement responsable de la destruction
des cellules B. Une des caractéristiques principales du DT1 est d’ailleurs
I’observation d’un infiltrat immunitaire (insulite) dominé par les LT CD8* au sein
des ilots pancréatiques, accompagné par une surexpression des molécules du HLA
de classe I par les cellules B (47, 48) (Figure 7). Ces deux éléments vont permettre
un dialogue entre ces deux cellules: le TCR des LT CD8* va reconnaitre
spécifiquement des peptides présentés par les molécules du HLA de classe I a la
surface des cellules B. C’est cette interaction qui aboutit a la destruction des
cellules B par les LT CD8".

Les LT CD4* activées dans les PLN stimulent également les LB a produire

des auto-anticorps contre les protéines des cellules B. Les Tregs s’averent
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incapables de controler efficacement les réponses auto-immunes, et sont par
ailleurs absents dans les infiltrats pancréatiques chez I’homme ou dans les

pancréas des individus non diabétiques (67).

[.5 Traitement du diabete de type 1

Lors du diagnostic du DT1, on estime que pres de 70 a 80% des cellules B
du pancréas n’assurent plus leur fonction, et le patient n’est plus en mesure de
produire suffisamment d’insuline pour couvrir les besoins de I’organisme (8).

Le traitement principal consiste donc en des injections d’insuline exogene,
plusieurs fois par jour. Contraignant et essentiellement palliatif, il est nécessaire
tout au long de la vie pour réguler correctement la glycémie. II n’empéche
cependant pas la survenue de complications secondaires sur le long terme
(néphropathie, maladies cardiovasculaires, neuropathies, rétinopathie), dues a
des glycémies qui restent, chez la majorité des patients, controlées de maniere
imparfaite. Ainsi, différentes stratégies thérapeutiques, visant les acteurs
immunitaires impliqués dans le DT1, ont été testées dans le but de guérir de la
maladie. Elles sont présentées brievement ci-dessous et sont résumées dans le

Tableau 1 et la Figure 8.

L’environnement inflammatoire étant une composante clé dans la réponse
auto-immune du DT1, une premiere stratégie repose sur le ciblage des cytokines
pro-inflammatoires produites notamment par les cellules du systéme immunitaire
inné qui infiltrent les ilots et qui contribuent a activer les LT et a perturber le
fonctionnement et la survie de la cellule B. En particulier, des anticorps
monoclonaux bloquant le TNF-a ou I'IL-1p ont été testés chez des patients
nouvellement diagnostiqués, mais n’ont pas donné de bénéfices cliniques
significatifs (68, 69). Ces essais ont toutefois permis de mesurer la sécurité de ces
monothérapies, qui s’est révélée rassurante. Ces agents pourraient se révéler

utiles en combinaison avec d’autres approches, ciblant les LT notamment.
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D’autres stratégies d’'immuno-intervention consistent a cibler les acteurs
immunitaires de I'auto-immunité anti-ilots, en particulier les LT responsables de
la destruction des cellule j .

L’anticorps monoclonal anti-CD3 a fait ’objet de plusieurs essais dans le
domaine, avec l'utilisation de deux molécules : I'otelixizumab de GSK et le
teplizumab de Lilly/Provention Bio. Ces anticorps agissent par différents
meécanismes, modulant I’expression du complexe TCR/CD3 a la surface des LT les
rendant incapables de lier I'antigéne a court terme, induisant une déplétion
préférentielle des LT effecteurs (Teffs) tout en préservant les Tregs Foxp3*. Les
essais cliniques de phase I/II utilisant I’un ou 'autre de ces anti-CD3 ont montré
des résultats trés encourageants : préservation du peptide C, besoins en insuline
réduits a des doses modestes (70-72). 1l est important de noter que ces effets sont
moindres chez les patients ayant une fonction B résiduelle de départ trop faible,
témoignant de I'importance d’une intervention précoce. Un autre probléme dans
les essais avec l'otelixizumab fut ’observation chez certains patients d’une
réactivation du virus Epstein-Barr (EBV). Méme s’il a ensuite régressé
spontanément, le risque lié a ce virus (notamment de cancer) a demandé
I'utilisation de plus faibles doses d’anticorps dans des essais de phase 3 DEFEND-
1 et DEFEND-2, qui ont tous les deux été interrompus n’ayant pas atteint I'objectif
principal (préservation de la sécrétion de I'insuline) (73, 74).

L’essai de phase III utilisant le teplizumab chez des patients DT1 de
découverte récente (6 semaines) a cependant confirmé la capacité des anticorps
anti-CD3 a préserver une fonction résiduelle des cellules B par rapport au groupe
placebo (75).

Une autre approche de ciblage des LT concerne I'utilisation de I’ATG (anti-
thymocyte globulin ; Sanofi) a faible dose. L’ATG est un sérum purifié de lapin,
contenant des IgG cytotoxiques dirigés contre les LT humains. Différents essais
cliniques ont été effectués et ont montré des effets encourageants en termes de
ralentissement partiel de la perte de la fonction B et de réduction de I’'HbAlc (76).
Les LT CD4* sont les principales cibles, les Tregs étant cependant moins affectés
que les LT CD4* conventionnels. Le traitement par faible dose ATG s’apparente
donc a celui par anti-CD3, méme si le profil de tolérance est moins bon car lié a
I’apparition d’'un syndrome inflammatoire de courte durée associé a

I’administration d’un sérum animal (serum sickness syndrome). Un essai clinique
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de phase III conduit par le réseau européen INNODIA est actuellement en cours

(www.innodia.eu).
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Figure 8. Mode d’action des stratégies d’immunothérapies d’intervention sur les mécanismes d’auto-
immunité dans le DT1. 4 grandes catégories de stratégies sont employées : les thérapies anti-
inflammatoires (violet) dont les cibles sont les cytokines pro-inflammatoires, les thérapies
immunomodulatrices (rouge) qui ciblent les Teffs ou les APCs, les thérapies qui visent a restaurer la
tolérance en employant des antigénes du DT1 (vert) et les thérapies cellulaires (orange).

Enfin, une autre approche est explorée, visant non pas a éliminer les LT
pathogenes, mais a favoriser les Tregs pour réinstaurer une tolérance immunitaire
forte. Ces derniers nécessitent la présence d’IL-2 pour survivre et proliférer.
D’ailleurs, I’expression du récepteur a I'IL-2 de haute affinité (CD25) et une
sensibilité accrue de la voie de signalisation STAT5 les y rend particulierement
sensibles. Une faible dose d’IL-2 va donc cibler préférentiellement les Tregs et
induire leur prolifération et activation. Des premiers essais de recherche de la
dose optimale, de phase I/II, ont montré des résultats encourageants en termes
d’augmentation de la fréquence des Tregs circulants (77, 78). Un essai européen

de phase III (DIAB-IL2 ; www.diabil-2.eu) est en cours pour définir les bénéfices

sur la préservation du peptide C. Ce traitement ayant déja fait ses preuves dans
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les vascularites associées au virus de I’hépatite C (79), cela renforce le rationnel
pour son utilisation dans le DT1.

Si les LT restent les cibles privilégiées de 'immunothérapie, des essais
cliniques ont également visé les LB. En effet, si les autoanticorps n’ont pas de réle
pathogene, les LB ont en revanche une fonction importante de présentation des
antigenes B (80, 81). L'utilisation du rituximab (anticorps anti-CD20), qui présente
I’avantage d’avoir un long historique en hématologie et dont on connait le profil
de sécurité, a donc été testée chez les patients DT1. Le traitement d’enfants et
d’adultes nouvellement diagnostiqués a donné des résultats encourageants en
termes de retard du déclin du peptide C, de meilleur contréle glycémique (HbA1c)
et de réduction de besoins en insuline, sans effets secondaires significatifs (82).
Un essai clinique combinant le rituximab et 1’abatacept (CTLA4-Ig) est
actuellement en cours. En effet, ce dernier a également donné des résultats

prometteurs en monothérapie (83), tout comme le LFA-3-Ig (Alefacept) (84).

Les Tregs sont des acteurs essentiels de la tolérance immunitaire et
particulierement critiques dans le contr6le du DT1 (cf partie I1.2.2). Des stratégies
de thérapie cellulaire se sont donc focalisées sur ces cellules, en réintroduisant
des Tregs chez un patient apres leur isolement et expansion. Cette approche a
montré un bon profil de tolérance chez les enfants et les adultes (85-87), mais
son efficacité reste a démontrer. L’expansion de Tregs étant réalisée sur un
répertoire polyclonal, de meilleurs résultats pourraient étre attendus avec des
Tregs spécifiques des antigenes d’ilots. Les efforts actuels pour identifier les TCR
auto-réactifs (88) ainsi que les nombreux épitopes du DT1 (89) pourraient mener
vers la génération de Tregs redirigés, présentant la spécificité anti-ilots souhaitée
(90, 91).

Les stratégies thérapeutiques utilisant les antigenes B suscitent un vif
intérét car elles permettraient d’induire une tolérance tres sélective en évitant
tout effet systémique associé aux thérapies immunomodulatrices (telles que
celles utilisant les anticorps anti-CD3 ou 'ATG). Le principe de base repose sur la

stimulation d’un processus physiologique de tolérance en apportant aux LT un
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antigene en absence de signaux inflammatoires, ce qui favoriserait alors une
inhibition de I’activation des Teffs, ainsi qu'une stimulation de la différentiation
en Tregs, spécifiques de I’antigene introduit. Les différents essais cliniques chez
I’homme utilisant I'insuline par voie orale (92, 93) ou intranasale (94) ainsi que
ceux utilisant un épitope altéré B9-23 (95) ou un peptide de la proinsuline (96) ont
été jusqu’a présent des échecs. Egalement, l'utilisation de GAD65, un autre
autoantigene majeur du DT1, délivré par voie sous-cutanée n’a pas abouti a des
résultats probants (97, 98), méme si ce dernier a été administré, de facon plutot
contre-intuitive, en association a de I’alum utilisé comme adjuvant. Bien que ces
essais aient montré une efficacité faible voire nulle, ils ont souligné 1’absence de
toxicité des thérapies spécifiques d’antigenes. Le manque d’efficacité peut étre
associé a une intervention trop tardive, a un moment ou la réponse auto-immune
est dirigée contre une multitude d’épitopes. L’introduction d’'un seul de ces
épitopes ne serait donc pas suffisante. Un essai clinique de phase I utilisant un
mélange de peptides issus d’autoantigenes p est en cours (MultiPepT1De).

Dans ce méme esprit, des nanoparticules recouvertes de complexes CMH I
ou II présentant des épitopes du DT1 ont été injectées chez des souris NOD
diabétiques. Cette étude a démontré que ces nanoparticules pouvaient générer
des LB régulateurs ainsi que des Tregs spécifiques des antigenes présentés, et que
ces modifications cellulaires étaient accompagnées d’une rémission de la maladie
chez ces animaux, avec une efficacité similaire dans d’autres modeles d’auto-
immunité (99). La tenue d’un essai clinique basé sur ces nanoparticules est a

I’étude dans le DT1 (Novartis/Parvus).

Jusqu’a aujourd’hui, et malgré les nombreux essais cliniques réalisés sur
des individus diabétiques, aucun d’entre eux n’a donné de résultats pleinement
satisfaisants. Si nous avons pu observer des effets partiels comme une
stabilisation du peptide C ou une diminution de I’'HbAlc, ces effets n’ont pas
perduré et aucun patient n’a pu étre guéri du DTI1. Il s’impose donc de se
questionner sur les raisons de ces échecs. Tout d’abord, I’ensemble de ces études
interviennent sur des patients déja diabétiques. Une grande quantité de cellules
B sont déja détruites et la réponse auto-immune est a ce moment-la trés avancée
et concerne une multitude d’épitopes et de cellules pathogenes activées. En effet,
si elle commence bien par une phase ou un antigene déclencheur, tres
probablement l’insuline, stimule un nombre limité de LT, la destruction des

cellules B qui s’en suit mene au relargage d’autres antigenes et a ’activation d’un
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nombre croissant de LT - un phénomeéne connu sous le nom « d’antigen
spreading ». Cela rend la réaction auto-immune difficile a contréler, dans un
environnement de plus en plus inflammatoire. Il faudrait donc intervenir plus tot,
dés les premiers signes d’auto-immunité. Ensuite, il faut revenir aux mécanismes
qui sont la cause de la maladie et qui se déclenchent en réalité bien avant
I’apparition des premiers symptomes. En effet, pour que les premieres cellules
soient détruites, une perte de tolérance vis-a-vis du Soi doit avoir lieu. Il est donc
nécessaire de comprendre pourquoi la tolérance est rompue dans le DT1 et a quels

niveaux.
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Molécule Type d’étude Population Modalité de traitement Efficacité Référence
thérapeutique
Thérapies immuno- ATG R, DA, CP Phase Il 89 patients 6,5 mg/kg/j 4 jours IV Augmentation du peptide C et diminution de ’'HbA1Ca 1 an (76)
modulatrices 11 centres USA 12-45 ans
DT1 <100 jours
Anti CD3 R, DA, CP Phase 11 5 80 patients IV 48 mg 6j Préservation de la fonction B et réduction des besoins en insuline a (70,
Otelixizumab centres UE 12-39 ans 2 ans mais réactivation EBV. 100)
DT1 <4 sem
R, DA, CP Phase Il 281 patients IV faible dose 3,1mg 8j Pas d’efficacité a 1 an = interrompue (73, 74)
UE, USA, Canada 12-45 ans
DT1 <90 jours
Anti-CD3 R, DA, CP Phase Il 42 patients 34mg IV pdt 12 ou 14j Préservation du peptide C a 5 ans. Diminution des besoins en (72,
Teplizumab USA, Canada 8-30 ans insuline et amélioration de I'HbAl1c a 2 ans, perdus a 5 ans. 101)
DT1< 6 sem
R, DA, CP Phase Il 513 patients IV pleine dose (34mg) 2x14j Préservation du peptide C mais pas d’amélioration de I’'HbA1C ou (75,
83 centres USA, 8-35ans ou faible dose (17mg) 2x14j des besoins en insuline. 102)
UE, Inde, Israel DT1<12 sem ou pleine dose 2x6j
CTLA4-Ig R, DA, CP Phase Il 112 patients 27 perfusions pendant 2 Préservation du peptide C a 12 mois mais déclin de la fonction B (83)
Abatacept 6a36ans ans paralléle au groupe placebo a 24 mois.
DT1 <3 mois
LFA3-Ig R,DA,CP Phase Il 49 patients 15mg/sem IM x12 sem a Augmentation du ratio Tregs/Teffs en périphérie et déclin ralenti du (84)
Alefacept 14 site 12-35ans MO et M6 peptide C mais pas de diminution des besoins en insuline ni
DT1< 100 ] d’amélioration de I'HbA1C
Anti-CD20 R, DA, CP Phase Il 87 Anti-CD20 IV Rituximab 4 Retard de 8,2 mois sur la diminution du peptide C mais fonction (82)
Rituximab USA,UE, Canada 8-40 ans jours similaire au groupe placebo a 2 ans.
DT1 <3 mois
IL-2 R, DA, CP Phase I/l 24 adultes 0,33-1-3 MUI x5j en SC Augmentation significative de la fréquence des Tregs, de fagon dose (77, 78,
1 site (Paris) 18-35 ans dépendante. Meilleure préservation de la fonction B chez un sous- 103)
DT1<5ans groupe de patients forts répondeurs.

Tableau 1. Principales études cliniques d’immunothérapies d’intervention
CP : contre placebo ; DA : double-aveugle ; DT1 : Diabéte de type 1 ; EBV : Epstein Barr Virus ; IV
régulatrices ; Teffs : cellules T effectrices

: intraveineuse ; R : randomise ; SC : sous-cutané ; Tregs : cellules T
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Molécule Type d’étude Population Modalité de traitement Efficacité Référence
thérapeutique
Thérapies anti- Anti-ll1b 2 essais ; R, CP 69 patients x2 Canakinumab SC 1/mois x12mois Le Canakinumab et I’Anakinra n’ont pas d’effet sur (69)
inflammatoires Anakinra 26 sites UE, USA, 18-35 ans ou la préservation du peptide Ca 1 an.
Canakinumab Canada DT1< 12 sem Anakinra SC/j x9 mois
Anti TNF o R,DA,CP 18 patients 25mg SC x2/semx24sem Diminution de I’'HbAC1 accompagnée d’une (68)
Etanercept Phase I/11 3-18 ans augmentation du peptide C aprés 2 ans de
DT1< 4 sem traitement.
Thérapies cellulaires Tregs Phase | 12 enfants Treg autologues expandues ex- vivo et Augmentation du peptide C et diminution des (86)
1 site Pologne 5-18 ans réinjectées : 30.106/kg 1-2 fois besoins en insuline aprés la perfusion de Treg.
DT1< 2 mois
Phase | 14 adultes Treg autologues Un sous-groupe de Treg transfusés survita 1 an. Le (87)
2 sites ; USA DT1< 3 mois 0 05-26.108/kg X1 peptide C et I'HbAlc sont maintenus a 1 an
Thérapies antigénes Insuline R, DA, CP 131 patients 2,5mgou7,5mg/jxlan Pas d’effet (92)
spécifiques Phase | ; France 7-40 ans Voie orale
DT1< 2 sem
R, DA, CP 187 patients 1 ou 10 mg/j x6 a 36 mois Tres légere amélioration du peptide C mais pas (93)
Phase | ; USA 5-60 ans Voie orale d’effet clinique
DT1< 2ans
R, DA, CP 52 adultes 40 unités/j x10j + 40unités 2x/sem x12 mois Pas d’effet sur le peptide C ou I’'HbA1C (94)
Phase | ; Australie 38-55 ans Voie intranasale
Insuline R, DA, CP; Phase ll ; 188 patients 1, 0,5 ou 0,1mg/mois x24 mois Pas d’effet (95)
Peptide B9-23 22 centres UE, 10-35 ans Voie sous-cutanée
altéré Canada, Afrique DT1< 6mois
Proinsuline R, DA, CP 27 patients 10ug toutes les 2 ou 4 semaines x 6mois Stabilisation peptide C et du besoin en insuline (96)
Peptide C19-A3 Phase | 18-40 ans Voie intradermale
DT1< 3 mois
GAD 65 R, DA, CP 320 patients 20ug JO, J30J90 et J270 Pas d’effet (97)
Phase | 10-20 ans Voie sous-cutanée
63 sites UE DT1< 3mois
R, DA, CP 145 patients 20ug tous les 2 mois x2 ou 3 Pas d’effet 98)
Phase | 3-45 ans Voie sous-cutanée
15 sites USA Canada DT1<3 mois

Tableau 1 (suite). Principales études cliniques d’immunothérapies d’intervention )
CP : contre placebo ; DA : double-aveugle ; DT1 : Diabéte de type 1 ; EBV : Epstein Barr Virus ; IV : intraveineuse ; R : randomise ; SC : sous-cutané ; Tregs : cellules T
régulatrices ; Teffs : cellules T effectrices
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II. La tolérance immunitaire

I1.1 La tolérance centrale

II.1.1 La sélection thymique

Au cours de leur développement, les LT passent par un processus éducatif
dans le thymus composé de deux étapes séquentielles, qui a pour but de
sélectionner les LT capables de nous défendre face a une agression extérieure,
sans réagir contre notre propre organisme.

Une premiere étape de sélection positive se déroule dans la région du
thymus appelée cortex. Elle intervient au stade de maturation « double-positif »
(DP, CD4*CD8*) des thymocytes et vise a sélectionner les cellules capables de
reconnaitre un complexe peptide du Soi/CMH (pCMH), c’est-a-dire de former un
lien fonctionnel entre ce complexe et le TCR. La seconde étape de sélection
négative, se déroulant dans la médulla thymique et intervenant au stade « simple
positif » (SP, CD4* ou CD8") des thymocytes, vise, quant a elle, a supprimer les
cellules capables de réagir, c’est-a-dire de s’activer, lors de la rencontre avec des
antigenes du Soi (Figure 9A).

Le sort final de ces LT en développement, c'est-a-dire s’ils passeront ces
étapes et atteindront ou non la périphérie, dépend de plusieurs parametres. Lors
de la sélection positive, les thymocytes immatures vont rencontrer les cellules
épithéliales thymiques corticales (cTECs). Ces dernieres présentent a leur surface,
via les molécules de CMH, un spectre unique de peptides, issu de la dégradation
des protéines par un protéasome spécifique, le thymoprotéasome, que les cTECs
sont les seules a exprimer (104). Les LT ne reconnaissant aucun des complexes
pCMH qu'ils rencontrent, ne recoivent pas de signal de survie via leur TCR et
meurent par « négligence ». Ce destin concerne plus de 90% des thymocytes (105,
106) qui n’atteignent donc pas la deuxieme étape de sélection négative. Au cours
de cette deuxieme étape, également appelée délétion clonale, ce sont les cellules
épithéliales thymiques médullaires (mTECs), mais aussi différents types de DCs
thymiques, qui vont jouer un role dans la sélection des LT. Les mTECs sont
capables de présenter a leur surface des peptides issus des protéines du soi, dont

des antigenes spécifiques de tissus (TRA, tissue-restricted
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Figure 9. Les mécanismes de la sélection thymique. A. Les différentes étapes de maturation des
thymocytes et leur éducation dans les différentes régions du thymus (cortex et médualla) avant leur sortie
en périphérie. Les thymocytes intéragissent avec différentes cellules épithéliales ou myéloides. Ces
interactions déterminent le sort des LT. B. Le modéle de sélection des thymocytes par affinité, dans lequel
les thymocytes les plus affins pour un pCMH vont étre éliminés par la sélection négative, tandis que les
thymocytes de faible affinité vont étre épargnées. Les LT ayant une affinité intermédiaire seront
différenciées en Tregs tandis que ceux ne reconnaissant aucun pCMH meurent par négligence. (L. Klein et
al, Nature Reviews 2014)
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antigens), en grande partie grace a l’action du facteur de transcription Aire
qgu’elles sont les seules a exprimer (107). Plus récemment, Fefz2, un autre facteur
de transcription, a été associé a I’expression de TRA dans les mTECs, distincts de
ceux régulés par Aire (108). Les LT vont donc étre soumis a la présentation de ces
différents peptides. Ils seront alors sélectionnés en fonction de I’affinité de leur
TCR pour le complexe pCMH (Figure 9B). Les clones de faible affinité seront
libérés a la périphérie tandis que les clones de haute affinité seront éliminés par
apoptose. En effet, plus un clone présente une forte signalisation TCR,
correspondant a un TCR de forte affinité, plus il exprime la caspase 3 sous sa
forme clivée, un marqueur de l’apoptose (109). Les LT ayant une affinité
intermédiaire pour le pCMH se différencient quant a eux en Tregs thymiques
(tTregs) exprimant le facteur de transcription Foxp3 (forkhead box P3) (110, 111).
Il a par ailleurs été montré que les LT CD4* réactifs aux TRA étaient le plus souvent
différenciés en tTreg plut6ét que éliminés (112, 113).

Outre l'affinité du TCR, la force du signal recu par les LT dépend d'autres
facteurs. Tout d'abord, l'affinité et la stabilité d’un peptide donné pour le CMH
détermine les chances pour un LT de rencontrer et d'interagir de maniére stable
avec le complexe pCMH (113). En d’autres termes, un peptide avec une affinité
et/ou stabilité plus forte a plus de chances d’étre présenté a la surface des mTEC
et des DCs thymiques, et donc d’étre rencontré par les LT. Un deuxieme élément
important est la disponibilité du complexe pCMH, qui résulte a la fois du niveau
d'expression de l'antigene dans le thymus et du nombre de cellules qui peuvent
le présenter a un moment donné (114, 115). Cette disponibilité est élevée dans le
cas des antigenes ubiquitaires (par exemple, 1'ubiquitine C ou la B-actine) qui sont
fortement exprimés dans les mTECs et qui favorisent la suppression d'une
majorité de clones auto-réactifs. Au contraire, elle est plus modeste pour les
antigenes dits indépendants de Aire, qui ne sont pas ou peu exprimés dans le
thymus mais plutot dans certains types de cellules ou a un moment précis (par
exemple le facteur de transcription Foxdl qui n'est exprimé que pendant le
développement des reins et des yeux) (116, 117). Ces antigénes favorisent
I’échappement des LT de la sélection négative et cela se traduit par un vaste
répertoire de LT périphériques constitués de clones de faible et de haute affinité.
Cependant, ces clones ne poseront vraisemblablement pas de probleme majeur
car la rencontre avec leur antigene a la périphérie est peu probable. On suppose
donc que cette « ignorance » leur permettra de garder un phénotype naif et

tolérant. Au milieu de ces deux extrémes, le répertoire des LT spécifiques des
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TRA, qui sont rarement exprimés dans le thymus (a hauteur de 1 a 3% des mTECs)
(118), est caractérisé par un processus de délétion incompléte. Etant donné que
la disponibilité de complexes pCMH est réduite, seuls les clones de haute affinité
seraient éliminés par délétion clonale, tandis que les clones de faible affinité
échapperaient a la sélection thymique (119). Ces derniers sont en effet
surreprésentés dans le répertoire des LT auto-immuns, et pourraient jouer un role

clé dans l'auto-immunité (120).

Les Tregs sont les cellules régulatrices de la réponse immunitaire. Au cours
de la derniere décennie, il est devenu clair que les Tregs, qui constituent environ
5a 10% des LT CD4" périphériques, sont nécessaires au maintien de I'homéostasie
immunitaire (121). Elles sont principalement caractérisées par une haute
expression du marqueur CD25 (122) ainsi que par I'expression du facteur de
transcription Foxp3, requis pour le développement et la fonction des Tregs (110,
123). Les individus porteurs d'une mutation dans le géne Foxp3 développent le
syndrome d'immunodérégulation, de polyendocrinopathie et d'entéropathie lié au
chromosome X (IPEX), une maladie auto-immune multi-organes sévere nécessitant
une greffe de moelle osseuse dans la petite enfance (124). De méme, les souris
scurfy, qui sont invalidées pour le géne Foxp3, développent un syndrome auto-
immun létal (125). Ces cellules sont nécessaires tout au long de la vie ; la délétion
expérimentale des cellules CD4*Foxp3* chez des souris adultes en bonne santé
entraine une tres forte auto-immunité ainsi que la mort en quelques semaines
(126).

La premiere suggestion de la génération des Tregs dans le thymus est issue
des expériences de thymectomie néonatale chez la souris, dans laquelle l'ablation
du thymus au jour 3 aprés la naissance, mais pas au jour 7, entraine le
développement spontané d'un certain nombre de pathologies auto-immunes
(127). Cette observation est devenue l'un des fondements principaux dans le
domaine des Tregs, car elle a démontré que les tTregs qui migrent vers la
périphérie a partir du jour 3 sont essentiels pour la tolérance au soi (128-130).

Comme mentionné plus haut, il est généralement admis que les tTregs sont
différenciés a partir des clones ayant une affinité intermédiaire pour les
antigenes. Cependant, si différentes études ont analysé de facon quantitative la

force du signal TCR requis pour la sélection négative (131, 132), ce n’est pas si
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Figure 10. Différenciation des Tregs thymiques. A. L’affinité du TCR pour le pCMH, le nombre
d’interactions TCR/pCMH par cellule (avidité) ainsi que le nombre d’APC présentant I’antigene sont les 3
facteurs déterminants dans la différenciation des tTregs. B. La différenciation des tTregs est présentée
comme un modele en 2 étapes. L'interaction TCR/pCMH va permettre au thymocyte en développement
d’acquérir un phénotype particulier de précurseur. C’est seulement a la suite de signaux cytokiniques que
la cellule va véritablement se différencier en tTreg. (Hsieh et al, Nature Reviews 2012)

clair pour la génération des Tregs, et il est en fait difficile de les intégrer dans un
modele simplement basé sur un seuil d’affinité. Le développement des Tregs peut
en effet dépendre de plusieurs niveaux d'interaction TCR-antigene (Figure 10A).

Le premier serait effectivement la force de l'interaction (a savoir, I’affinité) d’un
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TCR pour un complexe pCMH présenté par une APC thymique. Le second serait
l'avidité de l'interaction LT-APC, qui est déterminée par le nombre de ligands
PCMH a la surface de I'APC. Troisiemement, la taille de la « niche » des Tregs
spécifiques d’antigene - qui est déterminée par le nombre total d'APC présentant
un auto-antigene donné et exprimant les molécules de co-stimulation appropriées
- affecterait la probabilité de rencontre LT-APC et déterminerait ainsi le nombre
de Tregs pouvant se différencier a un instant donné. Enfin, il est possible que le
nombre de rencontres entre un LT et une ou plusieurs APC puisse affecter le sort
de ces LT. En particulier, des expériences de microscopie bi-photonique suggerent
que la sélection négative implique plusieurs rencontres LT-APC successives (133,
134).

En 2011, une étude a porté sur la relation entre le développement des Tregs
et l'affinité et l'avidité du TCR (135). Pour ce faire, plusieurs lignées de souris
double transgéniques ont été utilisées. Toutes exprimaient un TCR spécifique
d’antigénes issus de la protéine HA (hémagglutinine) du virus de la grippe. En
revanche, certaines exprimaient un peptide reconnu avec une forte affinité par ce
TCR, d’autres un peptide reconnu avec une faible affinité, ’expression de ces
peptides étant controlée soit par un promoteur ubiquitaire, soit par le promoteur
de la B-globine. De facon intéressante, le peptide antigénique reconnu avec une
faible affinité par le TCR transgénique ne parvenaient pas a induire une
différenciation en tTregs, méme lorsque cet antigéne était exprimé a un niveau
suffisant pour conduire a une sélection négative (promoteur ubiquitaire). Le
peptide antigénique reconnu avec une forte affinité était, quant a lui, capable
aussi bien de générer des tTregs que de promouvoir la sélection négative. Ainsi,
de maniere concordante avec une étude sur l'induction de Tregs a la périphérie
(136), I'avidité du TCR ne peut pas toujours compenser l'affinité pour générer des
interactions d’une force nécessaire a l'induction de la sélection des Tregs
thymiques.

Outre l'interaction TCR-pCMH, la différenciation des thymocytes en Tregs
dépend de facteurs additionnels comme la présence de signaux cytokiniques ou
de co-stimulation. Ainsi, la molécule CD28 joue un réle important dans la
génération des tTregs puisqu’une diminution d’environ 80% de la fréquence des
tTregs est observée chez les souris déficientes pour CD28 (137, 138). Dans un
modele de souris NOD.CD28", ce déficit en tTregs conduit au développement d’un

diabete fulgurant (139). Certains travaux suggerent que le role du CD28 ne serait
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pas directement lié au renforcement de l’interaction TCR-pCMH, qui permettrait
d’atteindre le seuil requis pour initier la différenciation des tTregs. Au lieu de
cela, la co-stimulation par le CD28 serait critique dans la progression du
développement des tTregs en cours de différenciation, et dans la promotion de
leur survie, évitant donc leur sélection négative (140, 141).

Par ailleurs, les expériences de thymectomie néonatale suggerent que la
différenciation des tTregs est retardée par rapport a la maturation des LT
conventionnels (128). 1l est intéressant de noter qu'une population de cellules
Foxp3-CD25*CD4* précede temporairement le développement des tTregs Foxp3*
CD25* (129). Le modele proposé est que les tTregs soient en fait générés selon un
processus en 2 étapes (Figure 10B) : lorsque les thymocytes reconnaissent les
complexes pCMH de classe II en présence de molécules de co-stimulation (CD80
ou CD86) et avec une affinité/avidité suffisamment élevée pour la sélection des
tTregs, certaines de ces cellules seront sélectionnées comme précurseurs Foxp3
CD25*. Le signal TCR conduirait a 1'activation de plusieurs voies de signalisation,
entrainant la permissivité de ces précurseurs pour I’'induction de ’expression de
Foxp3 par des signaux cytokiniques, en particulier par I'lL-2, ou dans une moindre

mesure I'IL-15.

Dans le thymus, les cellules épithéliales ne sont pas les seules a présenter
les antigenes aux LT. En particuliers les DCs jouent un role clé dans I’éducation
des thymocytes. On distingue 3 types de DCs dans le thymus (142): des DCs
plasmacytoides (pDC) et deux populations de DC conventionnelles (cDCs). Ces
dernieres sont définies en fonction de l'expression des marqueurs CD8 et signal
regulatory protein (SIRP)a : les cDC1 sont CD8"SIRPu' et représentent 70% des
cDC, tandis que les cDC2 sont CD8SIRPa" et représentent les 30% restants (143,
144). Ces populations de DCs sont particulierement bien équipées pour
I’apprétement et la présentation d’antigenes distincts, en fonction de leur
spécialisation fonctionnelle et de leur capacité a répondre a différents signaux
migratoires (Figure 11)

Les cDC1, que I'on appellera également DC résidentes, se développent a
partir d’un précurseur intra-thymique, vraisemblablement un précurseur
commun aux LTs et aux DCs (145, 146). Elles expriment le récepteur XCR1, leur

permettant de s’accumuler dans la médulla grace a ’expression du ligand XCL1
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par les mTECs. Cette co-localisation va permettre le transfert des TRA dérivés des

mTECs vers les cDC1 pour la présentation croisée (147, 148).
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Figure 11. Les différentes APCs du thymus. Il existe deux types d’APC thymiques : les cellules épithéliales
thymiques (TECs) et les cellules dendritiques (DCs). Les TECs corticales (cTECs) sont impliquées dans la
sélection positive et présentent a leur surface un spectre particulier de peptides. Les TECs médullaires
(mTECs) sont impliquées dans la sélection négative et peuvent présenter a leur surface des peptides
d’antigénes spécifiques des tissus (TRA). Les cDC1 peuvent présenter des antigénes issus des mTECs, tandis
que les cDC2 et les pDCs présentent des antigenes acquis en périphérie et dans I’intestin, respectivement.
Elles sont présentes dans la médulla mais les cDC2 peuvent également étre retrouvées dans le cortex. Adapté
de Breed et al Seminars in Cell & Developmental Biology 2018.

Contrairement aux cDC1, les ¢cDC2 (ou DCs migratoires) proviennent de la
périphérie et sont capable d'acquérir des antigénes circulants et/ou de
transporter des auto-antigenes dans le thymus (142, 149). Leur migration vers le
thymus est dictée par leur expression de CCR2, dont le ligand CCL2 est
constitutivement exprimé dans le thymus par les cellules endothéliales et dans
une moindre mesure par les mTECs et les cTECs (150). On retrouve donc des cDC2
dans la médulla mais aussi dans des régions du cortex (151).

Cette capacité migratoire est aussi partagée par les pDCs, mais est, dans ce
cas, plutoét dépendante du CCR9. Compte tenu de la faible capacité de
présentation antigénique des pDCs (152), un role dans la tolérance centrale était
considéré comme peu probable. Cependant, il pourrait étre nécessaire de réviser
ce point. En effet, une étude de Hadeiba et al. a montré par transfert adoptif de
pDCs chargées en peptide issus de ’ovalbumine (OVA) que ces dernieres étaient

capables de migrer jusqu’au thymus et de favoriser la suppression des
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thymocytes OT-II spécifiques de I'OVA. Cet effet était perdu si le transfert était
effectué avec des pDCs déficientes en CCR9 (153). De facon intéressante, le CCR9
est également essentiel pour la migration des pDCs vers l'intestin dans des
conditions homéostatiques et inflammatoires (154). On pourrait ainsi imaginer un
role des pDCs dans l'induction de tolérance aux antigéenes commensaux ou
alimentaires transportés jusqu’au thymus (155), mais cette hypothése n'a pas été
testée a ce jour.

Le role des DCs thymiques ne serait pas redondant avec celui des mTECs
car les antigenes présentés par ces deux populations d’APCs thymiques seraient
différents. En particulier, les DCs exprimeraient un certain groupe d’antigénes qui
meneraient a la délétion des thymocytes plutot qu’a I’'induction de Tregs ou a des
mécanismes d’ignorance (I119). Une étude dans laquelle la présentation des
antigenes est restreinte soit aux mTECs soit aux DCs, a suggéré que ces dernieéres,
et non les mTECs, seraient les principales responsables de la délétion clonale
(156).

Les DCs thymiques peuvent tout de méme agir sur la différenciation des
tTregs. En effet, elles (et pas seulement les thymocytes) fourniraient une source
locale importante d'IL-2, nécessaire au développement des tTregs (157). Par
conséquent, les différentes populations d’APCs dans le thymus peuvent coopérer

pour conduire a la différenciation des thymocytes en tTregs.

[1.1.2 Sélection clonale et DT1

A la lumiére de cette littérature, la premiére étape postulée de la
pathogenese du DT1 correspondrait donc a I’échappement des LT auto-immuns,
réactifs aux antigenes des cellules B, de la sélection négative et a leur migration
subséquente vers la périphérie. En effet, de nombreuses études ont suggéré un
role critique d’une délétion clonale thymique défectueuse dans le DT1 et trois
sources de données sont fréquemment mentionnées pour soutenir cette idée.

Premierement, les patients atteints de polyendocrinopathie auto-immune
de type 1 (Autoimmune polyendocrinopathy, candidiasis, ectodermal dystrophy ;
APECED), qui sont porteurs de mutations germinales altérant l'expression du
facteur de transcription AIRE, développent plusieurs maladies auto-immunes, y

compris le DT1, et ces caractéristiques sont retrouvées chez les souris Aire” (107).
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En effet, il est a noter que l'insuline est exprimée dans le thymus sous le controle
de AIRE (107). Deuxiemement, il a été démontré que les polymorphismes VNTR de
classe I, explicités plus haut (cf. partie I.3.1) prédisposant au DT1, entrainent une
diminution de l'expression de l'insuline dans le thymus, ce qui peut favoriser
I’échappement des LT réactifs a l'insuline (26, 27, 158, 159). 11 a d’ailleurs été
longtemps suggéré que la fréquence des LT réactifs aux antigenes des cellules B
était augmentée chez les patients DT1 comparé aux donneurs sains (160).
Troisiemement, une altération de l'expression de l'insuline dans le thymus par la
suppression du géne Insuline2 (Ins2, qui correspond a l'isoforme de l'insuline
exprimée dans le thymus) entraine un diabete accéléré chez les souris NOD (161,
162).

Cependant, ces observations doivent étre interprétées avec prudence. Tout
d’abord, le DT1 n'est pas la maladie auto-immune la plus fréquente chez les
patients APECED, car elle n'est observée que chez 10 a 20% d'entre eux (163-165).
De plus, plusieurs études ont mis en évidence la présence d'auto-anticorps anti-
cytokines chez les patients APECED, et il a été montré que les anticorps dirigés
contre I'IFN- o semblaient avoir un effet protecteur sur le développement du DT1
(166). Notons également que le développement du diabete auto-immun n’est pas
accéléré de maniere significative chez les souris NOD.Aire” (167). Ensuite, les
alleles de susceptibilité du promoteur de l'insuline VNTR homozygotes sont
présents chez environ 55% de la population caucasienne (24), mais trés peu
développeront un DT1. Enfin, le phénotype spectaculaire observé chez les souris
NOD.Ins2’” reflete les conséquences d'une manipulation génétique extréme

n’ayant pas d’équivalent dans la vraie vie.

Par ailleurs, ce postulat est également contesté par des études récentes
chez ’homme, qui ont remis en cause le role physiologique global de la tolérance
centrale. En effet, notre équipe a récemment montré que les LT CD8* circulants
spécifiques de multiples antigenes de la cellule B se retrouvent a une fréquence
similaire chez les patients DT1 et les donneurs sains (89, 168). Ces observations,
qui ont depuis été confirmées par d’autres (169), suggerent que les clones réactifs
aux épitopes d'ilots ne sont pas efficacement supprimés dans le thymus,

indépendamment du statut de I'individu, qu’il soit malade ou sain.
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Ainsi, le paradigme d'une délétion clonale incompléte dans le thymus
semble étre une caractéristique universelle du systéme immunitaire humain, dans
une bien plus grande mesure que précédemment estimée, et impliquant plus
d'antigenes que prévu. Par exemple, nous savons que les antigenes des ilots
préproinsuline (PPI), IA-2 et IGRP sont exprimés dans le thymus (170), alors que
GADG65 et ZnT8 ne le sont pas. Cependant, les LT CD8* reconnaissant ces antigenes
sont trouvés a une fréquence similaire dans le sang, ce qui suggere que
I'expression thymique de l'antigéne n'influence pas significativement le résultat
de la sélection négative. A 'appui de cette idée, la comparaison des LT CD8*
reconnaissant les épitopes d'illots restreints a la molécule de HLA-A2 entre des
donneurs HLA-A2* (portant ainsi la restriction HLA nécessaire pour la sélection
négative) et leurs homologues HLA-A2 négatifs (qui ne portent pas de telle
restriction) a révélé des fréquences similaires pour les deux (168). Si la délétion
clonale impactait la génération des LT CD8* auto-réactifs de maniere critique,
nous nous serions attendus a ce que leur fréquence soit plus élevée chez les
donneurs HLA-A2, car ils ne subiraient aucune délétion thymique. Ce n’est
toutefois par le cas.

De la méme facon que pour les LT CD8*, la fréquence des Tregs chez les
patients atteints de DT1 ne different pas de celle retrouvée chez les individus
sains, témoignant d’une sélection thymique des Tregs semblable (36, 171-173).

Par ailleurs, au fur et a mesure que nous engrangeons des connaissances
sur les mTECs, nous savons qu'elles sont en fait peu nombreuses dans le thymus,
et qu’elles présentent un spectre d’antigenes restreint et qui change avec le temps
(115, 118, 174). Ainsi, les chances pour un clone T de rencontrer son antigéne est
faible, ce qui peut expliquer I’échappement de ces clones a la périphérie.

Enfin, il convient de noter que ce que nous parvenons a observer est peut-
étre tres différent de ce qu’il se passe en réalité. En effet, il est techniquement
difficile aujourd’hui d’évaluer directement l'affinité du TCR pour un complexe
pCMH ex-vivo au niveau de la cellule individuelle. La lecture la plus utilisée repose
sur le marquage des clones de LT par tétramere (TMR), l'intensité de fluorescence
étant corrélée avec l'affinité du TCR. Cette lecture introduit cependant un biais,
car la détection basée sur les TMR tend a favoriser les clones d'affinité plus élevée,
un biais qui peut étre augmenté par l'utilisation concomitante du dasatinib, un
inhibiteur de la tyrosine kinase, empéchant l'internalisation du TCR pour
stabiliser et améliorer le marquage TMR (175). Des études récentes suggerent

d’ailleurs la présence d'une fraction importante de LT CD8* reconnaissant un
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épitope donné qui ne sont pas détectés par les TMR, mais bel et bien réactifs a
1'épitope lors d’expériences fonctionnelles (176).

Il est donc possible que nous ne détections que les quelques clones de haute
affinité qui ont échappé a la sélection négative mais que les clones de faible
affinité restent indétectables par les stratégies de lecture par TMR a ce jour. Etant
donné que le seuil nécessaire a l’activation d’'un LT est inférieur au seuil
nécessaire pour la liaison stable d’'un TMR (177, 178), nous ne pouvons pas

exclure que ces clones indétectables par TMR soient responsables du DT1.

Ainsi, il existerait un échappement universel des mécanismes thymiques de
tolérance et le premier point de contrdle postulé du DT1 serait universellement
franchi. Le thymus serait « défectueux » chez tout le monde, et pas seulement
chez les individus DT1. Etant donné que tous les mécanismes de sélection
thymique sont basés sur la présentation de peptides du Soi, il faut s’attendre a ce
que chaque lymphocyte possede un certain degré d'auto-réactivité. Cependant, il
semblerait que cette auto-réactivité soit le prix a payer pour générer un systeme
immunitaire compétent (179).

Tout d’abord, nous avons vu plus haut que ’auto-réactivité était nécessaire
pour générer des Tregs qui nous sont indispensables pour préserver notre « Soi »
en limitant les réactions auto-immunes. Les caractéristiques et fonctions des
Tregs seront explicitées dans la partie suivante sur la tolérance périphérique (cf.
partie II.2.1.¢).

Ensuite, un LT est effectivement capable de reconnaitre certains peptides
du Soi mais il est également tres efficace dans la réactivité croisée qui lui permet
de reconnaitre des antigénes microbiens étrangers. Si la théorie de sélection
clonale, tres généralement acceptée pendant de nombreuses années (180, 181), a
proposé que chaque LT était spécifique d'un seul antigéne et que la
reconnaissance de ligands alternatifs était peu probable, cette idée est désormais
largement dépassée (182-185). En particulier, D. Mason a proposé des 1998, un
modele de poly-réactivité des LT. En se basant sur une simple estimation
mathématique partant du principe que le systéeme immunitaire devrait étre en
mesure de reconnaitre plus de 10" peptides différents, il est absurde d’imaginer
que 10" LT monoclonaux (qui péseraient plus de 500kg !) formeraient le pool de

LT naifs circulants. En réalité, il est admis que 10 LT sont en circulation chez
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I'homme, et qu’il y aurait moins de 10® TCR distincts dans le pool de LT naifs
humains (186). Un seul LT serait donc capable de reconnaitre plus d’'un million de
peptides différents (185). Depuis, un bon nombre d’études a validé cette
hypothese (187-189). Un exemple est le TCR 1E6 - qui a été isolé a partir d'un
patient atteint de DT1 et qui reconnalit le peptide PPI,;,, présenté dans le contexte
du HLA-A*02:01 (190) - décrit comme ayant une réactivité croisée majeure. En
effet, les LT exprimant ce TCR 1E6 seraient potentiellement capables de répondre
a 1,3 million de peptides, au moins aussi fortement qu’ils répondent au peptide
PPlL,s,, (187, 191). Certains de ces peptides seraient méme plus de 100 fois plus
puissants que PPI,s,, pour activer les LT, alors qu’ils different de PPI;_,, sur sept
des dix positions d'acides aminés. Si ces chiffres semblent extrémes et qu’ils
peuvent étre surestimés, ils démontrent néanmoins le caractere poly-réactif des
LT a la sortie du thymus. L’auto-réactivité est donc une condition nécessaire a la
réactivité croisée et plusieurs études ont suggéré qu’'une délétion thymique trop
importante des LT réactifs au Soi créerait des « trous » dans le répertoire et ainsi
générerait des défauts dans la défense contre le non-Soi (192-195).

Enfin, I'auto-réactivité est nécessaire pour l'expansion homéostatique des
LT. En effet, lorsque nous rencontrons des antigénes du non-Soi, les lymphocytes
sont activés et proliféerent pour monter une réponse immunitaire robuste.
Cependant, un LT donné ne rencontre ces antigenes étrangers qu'a certains
moments de la vie, mais doit survivre entre ces rencontres. Pour ce faire, il doit
pouvoir bénéficier de cytokines (IL-2, IL-15, IL-7) mais aussi de signaux
« toniques » (c.-a-d. fréquents et de faible intensité) induit via le TCR par des
rencontres antigéniques. En I'absence d'infection, les seuls antigenes disponibles
pour déclencher ce processus de survie - qui est appelé expansion homéostatique
- sont les auto-antigenes. Certaines études suggerent que les LT naifs
maintiennent une faible réponse vis-a-vis des ligands pCMH du Soi et que ces
interactions sont nécessaires pour préserver une activation basale du TCR et
I'homéostasie des LT (196, 197). Ainsi, ’auto-réactivité serait également un moyen

d'étre protégé vis-a-vis du non-Soi.

Compte tenu de nos connaissances actuelles sur le thymus et les mécanismes

qui lui sont propres, cet organe pourrait-il constituer une cible thérapeutique
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dans le DT1 ? Le projet de cette these se base sur 1'idée qu’une introduction
précoce d’un auto-antigene spécifique du DT1, en particulier la PPI, dans le
thymus pourrait rétablir une tolérance centrale vis-a-vis de cet antigéne en
« forcant » la sélection thymique et ainsi limiter I’échappement des LT auto-
réactifs conventionnels, possiblement en augmentant en parallele la sélection des
Tregs auto-réactifs, et par conséquent prévenir I’apparition du DT1.

Plusieurs éléments nous suggerent que la tolérance des LT et méme la
prévention du DT1 peuvent étre atteintes lorsque ’on introduit un auto-antigene
dans le thymus. Les premieéres preuves de concept sont retrouvées dans des
études pionnieres, qui ont montré que la transplantation d'ilots pancréatiques
dans le thymus peut abroger l'insulite et le diabete chez les rats Bio-Breeding (BB)
(198) et les souris NOD (199, 200). Un peu plus tard, un modele de surexpression
de l'insuline dans le thymus de souris NOD a montré une protection des souris
vis-a-vis du diabete (201). En 2006, Marodon et al. ont induit une réduction
significative de l'incidence du diabete chez les souris NOD injectées directement
dans le thymus avec un vecteur lentiviral exprimant la PPI. Cette protection était
associée a la fois a une diminution des thymocytes spécifiques de PPI grace a la
délétion clonale et a I'augmentation des Tregs CD4*CD25*Foxp3* (202).

Par conséquent, cibler le thymus en y introduisant des auto-antigenes d’intérét
pourrait permettre de stimuler les mécanismes de sélection négative par
suppression clonale et/ou génération de tTregs, et ainsi de restaurer une

tolérance centrale efficace.

I1.2 La tolérance périphérique

Suite a I’échappement des clones auto-réactifs du thymus comme vu dans
la partie précédente, des processus de surveillance et de régulation de ces LT sont
mis en place en périphérie, dans les organes lymphoides secondaires, pour éviter
leur activation aberrante pouvant mener a des pathologies auto-immunes. La
tolérance périphérique correspond a I’ensemble des mécanismes qui permettent
la régulation de la réponse immunitaire et le maintien de l’homéostasie

immunitaire.
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I1.2.1 Mécanismes de tolérance périphérique

Pour comprendre les mécanismes de tolérance périphérique, il est
nécessaire de rappeler le processus d’activation des LT en cas d’infection ou
d’agression extérieure (Figure 12). Schématiquement, les LT qui sortent du
thymus ont un phénotype dit « naif », c’est-a-dire qu’elles n’ont encore jamais
rencontré leur(s) antigene(s) spécifique(s) (I). Ils parcourent la circulation et
migrent vers les ganglions lymphatiques a la recherche de ce dernier (II). Le
processus d’activation des LT nécessite 3 signaux séquentiels. Le premier est la
reconnaissance par leur TCR d’un peptide présenté par une APC dans le contexte
de leur molécule de CMH (1). Le second signal, dit de co-stimulation, fait suite a
I'interaction de la molécule CD28 sur les LT avec les molécules CD80/CD86
présentes a la surface des APC matures (2), dans un contexte inflammatoire. Enfin,
le troisieme signal recu est cytokinique (3) et permet au LT de passer le seuil
d’activation et de proliférer (III). Suite a cette prolifération, les LT vont se
différencier en Teffs (IV), capables de rejoindre les tissus non lymphoides et
d’agir sur les cellules cibles (V). Une petite fraction se différencie en LT mémoires
(VI). La fin de la réponse immunitaire se traduit par une phase de contraction,
correspondant a la mort par apoptose des cellules effectrices (VII).

Si ce processus est nécessaire pour combattre les pathogenes et réagir
contre une agression extérieure, il est toutefois délétére si la réponse concerne
un auto-antigene. Pour contréler et limiter la réponse immunitaire, il existe un
ensemble de mécanismes intervenant a chacune des étapes de ce processus, un
continuum allant de la surveillance a la résolution de la réponse immunitaire.
Certains mécanismes ont pour réle d’éviter le déclenchement de la réponse tandis

que d’autres interviennent aprées l'activation des LT (Figure 12, A-E).
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Figure 12. L’histoire naturelle d’un LT naif et les différents mécanismes de tolérance périphérique. A I'issue de la sélection centrale dans le thymus, le LT naif se
retrouve en périphérie (I) et migre jusqu’aux ganglions lymphatiques (II). Lorsqu’il rencontre son antigéne, présenté par une APC, notamment une DC, dans un contexte
inflammatoire, le LT recoit un signal d’activation et peut proliférer (III). Il va ensuite se différencier en LT effecteur (IV), migrant jusqu’au site d’inflammation pour agir
sur les cellules cibles (V). Une fraction de LT se différencie en LT mémoires (VI). A la fin de la réponse immunitaire, les LT effecteurs subissent une phase de contraction
correspondant a la mort par apoptose (VII). Ces étapes peuvent étre régulées par un ensemble de mécanismes de tolérance périphérique. L’ignorance (A) correspond a
I’absence de rencontre entre un LT et son antigéne, car il ne peut pas accéder au tissu d’intérét. Si le LT rencontre son antigene en ’absence de signal de co-stimulation,
le LT sera alors différencié en cellule anergique ou éliminé par apoptose (B). En présence de signal de co-inhibition il peut également se différencier en pTreg (C). Les
tTregs et pTregs peuvent alors agir sur les LT effecteurs en réduisant leur fonction effectrice, ou bien sur les APC en inhibant leur maturation et leur activation. En cas
d’expostition chronique a un antigéne, les LT peuvent également devenir épuisés, réduisant ainsi leur activé effectrice (D). Enfin, les mécanismes d’apoptose interviennent
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A

L’ignorance est le premier mécanisme de tolérance immunitaire. Elle
correspond a lI’absence de rencontre entre un LT et son antigene (203). Cela est
dii a la barriere anatomique qu’il existe entre un LT naif et les tissus non
lymphoides, au sein desquels la probabilité d'entrer en contact avec une cellule
exprimant une forte densité d’antigénes du soi est plus élevée. Dans le cas des LT
auto-réactifs aux antigenes des cellules B, elles sont physiologiquement exclues
du pancréas, ignorant ainsi leurs antigenes. L’étude pionniére qui a montré ce
phénomene d’ignorance a utilisé des souris transgéniques exprimant Ila
glycoprotéine virale de la chorioméningite lymphocytaire (GP-LCMV) sous le
controle du promoteur de l'insuline du rat (RIP). Dans ces animaux, exprimant
également un TCR de tres haute affinité pour la GP-LCMV, les LT CD8* ne
provoquaient pas la destruction auto-immune des ilots pancréatiques, ignorant la
présence de complexes GP-CMH dans le tissu pancréatique (204). D’ailleurs, le
modele de souris G9C8.NOD que j'utilise dans mon projet de thése, transgénique
pour le TCR reconnaissant le peptide B;s,; de la PPI et présenté par le CMH de
classe I, ne développe pas spontanément de DT1. L’absence d’infiltrat
lymphocytaire dans les ilots de ces animaux suggere que cette protection est due

a un mécanisme d’ignorance.

B

Sile LT naif parvient toutefois a rencontrer son antigene dans les ganglions
lymphatiques, mais que cette rencontre a lieu dans un environnement non-
inflammatoire, d’autres mécanismes de tolérance interviennent. En effet, I’APC
présentant l’antigene est alors dans un état que l'on peut qualifier de
« quiescent » ou « immature », c’est-a-dire non activé. Elle exprime de faibles
niveaux de molécules de co-stimulation (CD80/86), de CMH et de cytokines. Le LT
ne recoit donc pas les 3 signaux nécessaires a son activation complete, et est alors
soit éliminé par délétion clonale, soit mis dans un état d’insensibilité appelé
anergie (205). Le destin des LT vers 'une ou 'autre de ces issues est déterminé
par différents facteurs comme I’affinité du TCR pour le complexe pCMH, la densité
d’antigene a la surface de I’APC ainsi que la durée d’exposition a I’antigene (206,
207). En effet, des stimulations consécutives avec de faibles doses d’antigéne
seraient tres efficaces pour favoriser la délétion. En revanche, une exposition a

une forte dose d'antigéne permet la survie des LT CD8* mais va les rendre

48



anergiques (208). Cet état est caractérisé par une incapacité a répondre a des
signaux TCR ainsi que par une réduction de I’expression de I'IL-2 (209) et semble
étre controlé par les facteurs de transcription Egr (Early Growth Response) 2 et 3
et par 'ubiquitine ligase E3 GRAIL (Gene Related to Anergy In Lymphocytes) (210,
211). La molécule PD-1 joue également un role prépondérant dans I’établissement
de I'anergie en limitant la production autocrine d'IL-2 a la fois des LT CD4* et des
LT CD8* (212, 213). Enfin, les cellules anergiques sont caractérisées par la co-
expression des marqueurs FR4 (Folate Receptor 4) et de I’ecto-enzyme CD73 (214).

Dans le cas de 'auto-immunité, ’anergie peut étre un outil puissant pour
éviter l'activation des LT. En effet, méme si des auto-antigénes peuvent étre
présentés dans les ganglions drainants, ’absence de « pré-activation » des APC
prévient l'activation des clones auto-réactifs et les rend « résistants » a des
stimulations ultérieures. Une importante population de LT CD4* anti-insuline
anergiques a d’ailleurs été identifiée dans les ganglions pancréatiques de la souris
NOD. Cette population diminue avec le temps et est absente du pancréas. De facon
intéressante, ces LT anti-insuline resteraient naifs dans un modele C57BL/6 non
auto-immun, suggérant que, contrairement a la NOD, ils ne rencontrent pas
I’antigéne. L’anergie serait donc un mécanisme mis en place dans le DT1 pour
limiter la réponse auto-immune apres la rencontre d’un LT avec ’auto-antigene B,
mais une fraction de LT parvient néanmoins a s’activer, se différencier en Teffs

et a déclencher la maladie (215).

Induction des pTregs

Les Tregs sont les cellules centrales de la régulation de la réponse immunitaire
et en particulier pour le contréle de l'auto-immunité (216). Si les tTregs
proviennent du thymus et sont différenciées pendant la sélection clonale (cf
partie II.1.1), d’autres populations T régulatrices peuvent étre induites en
périphérie (pTregs), suite a la rencontre d’un LT naif avec son antigene présenté
par une APC. Différents éléments sont impliqués dans cette différenciation.

Tout d’abord, cela dépend du statut d’activation de la DC que le LT rencontre.
En effet, son profil cytokinique (correspondant au signal 3 de la Figure 11) va
orienter la différenciation du LT. Dans le cas d’une infection par un organisme

pathogeéne, la DC va s’activer et subir un processus de maturation lui permettant
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d’exprimer des cytokines pro-inflammatoires (IL-12, IL-6, IL-1B) qui vont mener a
la différenciation des LT naifs en Teffs (217, 218). En revanche, la DC peut plutot
présenter un phénotype dit « tolérogéne » avec un profil cytokinique anti-
inflammatoire (TGF-B, IL-10), menant ainsi a la différenciation du LT CD4* naifs
en pTregs (219, 220). Ces DCs tolérogenes sont particulierement nombreuses aux
niveaux des muqueuses et de la peau (221). L’intestin, en particulier, contient un
grand nombre de ces cellules et est un lieu privilégié pour I'induction de tolérance
(222). Ces mécanismes seront détaillés dans la partie II.2.3 sur I'immunité
intestinale.

Ensuite, un autre élément important a la différenciation des pTregs est la
présence du récepteur inhibiteur CTLA-4. Ce dernier, qui n’est pas nécessaire pour
le développement des tTregs, est requis pour la conversion d’un LT naif en pTregs
par le TGF-B, en induisant I’expression de Foxp3* et ’acquisition de fonctions
suppressives (223, 224). Au contraire, CD28, son homologue co-stimulateur qui
est indispensable pour le développement des tTregs, inhibe la différenciation
induite par TGF-B des pTregs in vitro (225-227).

Enfin, comme dans le thymus, I'induction de pTregs dépend également de la
force du signal TCR. En effet, plusieurs études ont démontré que I'induction de
Foxp3 était plus efficace dans des conditions d’activation sous-optimales,
suggérant qu’'une plus faible signalisation du TCR favoriserait la conversion en
pTregs (228-230). De plus, utilisant des cellules TCR transgéniques 5C.C7
stimulées par leur peptide ligand naturel MCC (Moth Cytochrome C), en présence
d’un faible agoniste (102S) ou d’un super-agoniste (K5), Gottschalk et al. ont
constaté que plus I’affinité du TCR pour le pCMH était importante, plus la dose
de peptide requise a la conversion des LT naifs en pTregs était faible (136). 11
existait en fait, pour chaque peptide, une dose optimale pour la conversion en
pTregs qui, si elle était dépassée, induisait plutot la prolifération du LT naif, non
converti. De facon intéressante, I’ajout de TGF-B permettait de dépasser cette dose
et de préserver la différenciation en pTregs, un résultat cohérent avec de
précédentes études démontrant la nécessité du TGF-B dans la conversion des LT
recevant une stimulation TCR trop élevée (220, 223, 231). Si ces résultats in vitro
suggerent une relation simple entre I’affinité et la dose, les expériences in vivo
complexifient la situation. Dans 1’étude de Gottschalk et al., si les 3 peptides
administrés chez la souris transgénique 5C.C7 étaient capables de promouvoir
rapidement une conversion en pTregs a une fréquence similaire, la population

induite par la stimulation par le faible agoniste 102S était perdue sur la durée.
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Ces résultats suggerent I’existence de deux phases influencant le nombre de
pTregs. Lors de l'induction initiale, la dose d'antigéne pourrait compenser
I’affinité pour atteindre une stimulation TCR optimale. En revanche, lors de la
deuxiéme phase, le maintien ou I’élimination de cette population serait déterminé
uniquement par des critéres d’affinité. Par conséquent, une faible densité d'un
ligand pCMH de haute affinité pour le TCR serait optimale pour atteindre la
quantité et la qualité de stimulation nécessaires pour induire une population
persistante de pTregs in vivo.

Dans le cas des auto-antigénes, cela signifierait que de faibles
concentrations de complexes auto-pCMH spécifiques pourraient contribuer a
l'induction de pTregs, méme si l'interaction TCR-pCMH est d'une affinité élevée.
Si les complexes auto-pCMH sont exprimés plus abondamment, la suppression
des LT apparentés serait le mécanisme de tolérance le plus probable, quelle que

soit la force du ligand et 1'étendue de l'induction de Foxp3.

Mode d’action des Tregs
Qu’ils proviennent du thymus ou soient induits en périphérie, les Tregs
interviennent a différentes étapes de la réponse immunitaire, et la régulent par

différents mécanismes (Figure 13). IIs seront brievement décrits ici.

e Suppression par sécrétion de cytokines

Tout d’abord, les Tregs peuvent moduler la réponse immunitaire en
sécrétant des cytokines anti-inflammatoires et notamment I'IL-10 et le TGF-B. L’IL-
10 est un facteur anti-inflammatoire et immunosuppresseur majeur,
indispensable pour le controle homéostatique de I'infection et de I’'inflammation,
notamment au niveau des muqueuses (232). Le TGF-B qui bloque la prolifération
et la différenciation, participe directement a la suppression des Teffs (233, 234).
Dans un modele de DT1 inductible, un retard dans le déclenchement de la maladie
était associé a un infiltrat pancréatique important de Tregs, exprimant fortement
le TGF-B membranaire, essentiel pour contrdler les LT CD8* auto-réactifs (ce
contrdle étant perdu sur des LT exprimant la forme mutée dominante négative du
récepteur au TGF-B, TGF-BRII-DN) (235). Egalement, dans des expériences de co-
transfert adoptif chez des receveurs immunodéficients NOD.SCID, Ila
neutralisation du TGF-f leve la protection exercée par les Tregs et favorise

I’activation des Teffs et ainsi le développement du DT1 (236).
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¢ Suppression par perturbation d’autres médiateurs solubles

Les Tregs peuvent supprimer les fonctions des Teffs en perturbant leur
environnement métabolique, et différents mécanismes ont été décrits. Tout
d’abord, grace a la forte expression de la chaine o du récepteur a I'lL-2, CD25, a la
surface des Tregs, ces derniers peuvent priver les Teffs de leur signal de survie
en consommant la majorité de 1'lL-2 locale. Cela conduit par conséquent a une
apoptose des Teffs (237-239). FEgalement, les Tregs peuvent inhiber la
prolifération des Teffs et leur syntheése d'IL-2 en transférant directement la
molécule inhibitrice AMP cyclique a travers les jonctions serrées des Teffs (240).
Enfin, les Tregs expriment des niveaux élevés d'ecto-enzymes, CD39 et CD73 a
leur surface. CD39 est responsable de la dégradation de I'ATP ou de I'ADP en AMP,

tandis que CD73 permet la production d'adénosine a partir d'AMP extracellulaire.
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Figure 13. Représentation des différents mécanismes de régulation des Tregs. a. La suppression par
cytokines inhibitrices fait intervenir I'IL-10, I'IL-35 et le TGFB. b. La cytolyse est un mécanisme de destruction
dépendant des granzymes (A ou B) et de la perforine. c. La perturbation métabolique des Teffs passe par la
privation d’IL-2 par la forte expression du CD25, l'inhibition par I'AMP cyclique (AMPc) via les jonctions serrées
ou par l’adénosine via les ecto-enzymes CD39/CD73. d. La modulation de la maturation et/ou de la fonction
des DCs passe par la suppression du CMH de classe II par LAG3 ainsi que par I’'induction de IDO par la liaison
CTLA-4-CD80/CD86.
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L’adénosine ainsi produite peut se lier aux récepteurs A2A sur les Teffs et inhiber

leur prolifération et leur activité (241).

e Suppression par cytolyse

Bien que la cytolyse par sécrétion de granzyme soit largement attribuée aux
LT CD8* effecteurs, les Tregs activés sont également capables d’induire la mort
de leur cible par ce méme mécanisme. Les Tregs humains agiraient par
I’'intermédiaire du granzyme A et de la perforine suite a l'adhésion du CD18 (242).
Les Tregs murins expriment quant a eux le granzyme B (243, 244), qui serait

responsable de leur capacité cytolytique (245).

e Suppression par modulation des APC

Enfin, les Tregs peuvent réguler indirectement l'activité des Teffs en
bloquant la maturation ou les capacités de présentation d'antigénes des DCs (246-
248). Par exemple, le CTLA-4 exprimé de maniére constitutive par les Tregs (249)
peut se lier aux CD80/CD86 exprimé par les APC, a la place du CD28 des Teffs.
Cette liaison déclenche la production de l'indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) par
les APC, qui induit I’expression de métabolites pro-apoptotiques a partir du
catabolisme du tryptophane, conduisant a la suppression de l'activité des Teffs
(250, 251). Enfin, les Tregs expriment également la protéine LAG-3 (lymphocyte-
activation gene 3), qui se lie aux molécules du CMH de classe II sur les DCs
immatures, bloquant ainsi leur maturation et limitant les réponses immunitaires
par les LT (252, 253).

Tregs et DT1
Les études GWAS ont identifié le locus du géne IL2RA (i.e. CD25) comme un
locus de susceptibilité dans le DT1 (cf. partie I1.3.1). On peut donc naturellement
s’attendre a une implication importante des Tregs dans le controle du DT1. Cette
hypothese a effectivement été validée a plusieurs reprises dans différents
modeles expérimentaux. Par exemple, chez la souris NOD, la déplétion des Tregs
par un traitement anti-CD25 (a 2-3 semaines d’age) ou dans des lignées déficientes
en Foxp3, induit un développement accéléré du DT1 (254-256). De la méme facon,
le modele de souris NOD.CD28” présente un diabete fulgurant di au déficit en
tTregs observés chez ces animaux (139). Dans un modele NOD.IL-2* hémizygote
(qui ne possede donc qu’un seul allele IL-2 fonctionnel), I'incidence du DT1 est
augmentée. A l'inverse, le traitement de souris NOD par une faible dose d’IL-2, qui
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induit la survie des Tregs, permet non seulement la protection de ces animaux
vis-a-vis du diabete mais aussi la rémission des souris traitées apres ’apparition
de la maladie (257, 258).

D

Dans le contexte d’une inflammation chronique, I’épuisement serait le
mécanisme physiologique de tolérance. Il est principalement décrit pour les LT
CD8* qui, sous l'effet de l’exposition chronique a l’antigene, perdent leurs
fonctions effectrices. Les LT “épuisés” proviennent donc de cellules qui ont subi
une activation initiale productive, ce qui distingue I’épuisement du mécanisme
d’anergie (259). En revanche, il semblerait que les LT épuisés ne proviendraient
pas de Teffs totalement différenciés (260, 261). Ils seraient en fait issus de
cellules précurseurs ayant conservé leur capacité a persister, c’est-a-dire capables
de survivre au stade de contraction de la réponse immunitaire (260).

La population de LT CD8* épuisés est donc hétérogene, composée de
précurseurs (PD-1™ TIM3"" TCF1*) qui se divisent pour donner des cellules
épuisées différenciées (PD-1" TIM3® TCF1) (259). Comme les infections
chroniques, les maladies auto-immunes sont caractérisées par 1’exposition
continue a I’auto-antigene. Récemment, une étude de Wiedeman et al. a comparé
les LT CD8* spécifiques des ilots présents dans le sang circulant de patients
diabétiques présentant une évolution rapide ou lente de la maladie. Par cytométrie
de masse, ils ont pu étudier de nombreux marqueurs sur les LT CDS8*
reconnaissant des TMR chargés avec des peptides d’ilots. Alors que les LT CD8*
des patients a progression rapide avaient un phénotype majoritairement
mémoire, ceux issus des patients a progression lente exprimaient des marqueurs
d’épuisement. Ces derniers présentaient également une production limitée de
cytokines ainsi qu’une capacité proliférative réduite (169). Il semblerait donc que
I’épuisement soit un mécanisme impliqué dans le controle de la progression du
DTI.

E

La derniére étape de la réponse immunitaire vis-a-vis d’un pathogene est
I’apoptose des Teffs qui permet la contraction de cette réponse et donc son
controle. Cette mort cellulaire programmeée peut étre induite par deux principales

voies de signalisation. La premieére est appelée la mort cellulaire induite par
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activation (AICD, Activated-Induced Cell Death) et est dépendant de la voie Fas/Fas
Ligand (262). L’expression de Fas par le LT est induite par la stimulation répétée
du LT par engagement de son TCR (263). Fas et son ligand FasL peuvent étre
exprimés par le méme LT, et dans ce cas la mort cellulaire est dite « autonome »,
ou par deux LT différents voire par des cellules cibles exprimant FasL, nécessitant
un contact pour induire 'apoptose (264). Le second mécanisme implique la voie
d’apoptose mitochondriale dépendante de Bim (265). Elle serait activée par le
déclin du niveau de cytokines qui intervient apres 1’élimination du pathogene
(266).

Lors d’une réponse immunitaire a une infection chronique, ces deux voies
participent de facon synergique a la mort des LT activés (267). Ce phénomene
évite donc 'accumulation des Teffs qui ne sont plus utiles et potentiellement

dangereux, pouvant déclencher une auto-immunité.

I[1.2.2 Les défauts de tolérance périphérique dans le DT1

Comme nous venons de le voir, les Tregs sont trés impliqués dans le
controle du DT1 et ce dernier peut étre accéléré quand un défaut expérimental est
induit (255, 256, 268). De nombreuses études se sont penchées sur ’hypothese
d’un défaut numérique et/ou fonctionnel des Tregs chez les sujets diabétiques.
Elles aboutissent au consensus que le nombre de Tregs retrouvés dans le sang des
individus atteints de DT1 est similaire a celui des individus sains (36, 171-173).
Le défaut serait-il donc fonctionnel ? A 1'appui de ce concept, une grande variété
de différences intrinséques au sein de la population de Tregs a été soulignée chez
les personnes atteintes de DT1, dont la plupart pourraient suggérer une moins
grande activité ou stabilité des Tregs Foxp3*. Ces altérations incluent: des
niveaux accrus d'apoptose (269, 270), des défauts dans la signalisation du
récepteur a I'IL-2, y compris une phosphorylation diminuée de STATS5, qui peut
entrainer une altération de la stabilité de I'expression de Foxp3 (271, 272), et une
augmentation de la proportion de Tregs qui produisent des cytokines pro-
inflammatoires, comme I'IFN-y et IL-17 (273, 274). A ces observations s’ajoutent
I’'identification de nombreux loci de sensibilité au DT1, identifiés par des études
GWAS, mentionnés en partie I, qui peuvent influencer la fonction des Tregs (par
exemple ILZRA, IL2, PTPN2, CTLA4 et IL10) (275).
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Des études examinant la fonction des Tregs par des tests d’inhibition de
prolifération chez des individus a risque, positifs pour les auto-anticorps,
suggerent que les défauts Treg sont antérieurs a la maladie clinique, soutenant

un role causal de la dysfonction des Tregs (269, 276).

D'apres les études décrites ci-dessus, nous pourrions conclure qu’un défaut
fonctionnel des Tregs contribue a la pathogenese du DT1. Or, a ce jour, la majorité
des études examinant la fonction des Tregs Foxp3* chez ’homme (principalement
par des tests d’inhibition de la prolifération ou de production de cytokines) ont
révélé une grande similarité entre les individus diabétiques et sains. Les réponses
sont globalement hétérogenes et seule une petite partie des individus atteints de
DT1 affiche clairement le phénotype immun associé a une mauvaise fonction, le
reste ayant des réponses du méme ordre que les contrdles sains.

Cependant, il convient de noter que les études effectuées chez 'homme
sont majoritairement restreintes a I’analyse des PBMCs, cellules du sang circulant
qui ne refletent pas forcément ce qu’il se passe dans les organes atteints. C’est ce
que souligne I’étude de Tang et al. qui, chez la souris NOD, montre une diminution
progressive du ratio Tregs/Teffs dans les ilots pancréatiques, concomitante a une
réduction de I’expression de CD25 et de Bcl-2 par les Tregs intra-ilots (257). Ceci
résulterait d’'une production locale défectueuse d'IL-2, induisant une apoptose
accrue des Tregs. Ainsi, le dysfonctionnement des Tregs (non observé dans la rate
ou les ganglions pancréatiques) serait restreint au tissu cible enflammé et serait
une conséquence de I'inflammation et une cause de la rupture de tolérance et du
développement du diabéte chez la souris NOD. Notons que ces études ont été a la
base du traitement par I'IL-2 faible dose pour augmenter in vivo la survie et le
nombre de Tregs, et qui a permis de prévenir et de supprimer le diabete chez la
souris NOD. Ce traitement est actuellement en cours d’essai chez ’homme (77).

Chez I’homme, bien que l’'insulite soit moins massive et invasive par
rapport a celle caractéristique des souris NOD, les Tregs Foxp3* sont rarement
retrouvés dans les ilots pancréatiques de patients diabétiques comme dans ceux
des individus non-diabétiques (67). Ceci pose I’hypothése d’'un défaut de
migration des Tregs vers le pancréas. Dans ce sens, une réduction de I’expression
de CCR2, dont le ligand est la chimiokine CCL2 produite par les cellules B, a été
rapportée sur les Tregs des ganglions pancréatiques de patients diabétiques (277).
De manieére intéressante, ces derniers présenteraient des fonctions suppressives

altérées associées a une production d’IL-17 (278). Ainsi, les ganglions drainants
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seraient le lieu ou s’exerce la régulation de la réponse immunitaire chez ’homme,
et dont l’efficacité serait amoindrie chez les patients DT1. Ce point mérite

toutefois confirmation.

Si des défauts fonctionnels des Tregs peuvent étre en jeu chez les sujets
diabétiques, ils restent tres partiels et ne sont pas les principaux coupables de la
rupture de tolérance vis-a-vis des antigénes de la cellule B et de 'activation
incontrolée des LT auto-réactifs. En effet, un certain nombre d’études chez
I’homme et la souris soulignent une résistance des Teffs a la régulation
immunitaire associée au développement du DT1.

Ce mécanisme a été mis en évidence in vitro dans les tests classiques
d’inhibition de la prolifération ou les Teffs (CD4*CD25Y) de patients DT1 étaient
plus réfractaires que les Teffs de sujets sains aux effets suppresseurs des Tregs
(CD4*CD25"s" que ceux-ci proviennent de donneurs sains ou diabétiques) (279,
280). Par comparaison, ce défaut n’a pas été observé pour les patients présentant
un diabete de type 2 (280). De maniere intéressante, les études chez la souris NOD
ou dans le modeéle transgénique DO11xRIP-mOVA (exprimant un TCR transgénique
anti-OVA et son antigene cible dans les cellules B) suggeérent que cette résistance
des Teffs augmente avec le temps et la progression de la maladie. En I’occurrence,
in vivo, la capacité des Teffs de souris jeunes (6 semaines d’age : infiltrat
immunitaire modeste) a induire le DT1 est parfaitement controlée par les Tregs,
contrairement a celle des Teffs issus de souris diabétiques (236, 281). Cette perte
de sensibilité avec 1’age est observée non seulement vis-a-vis des Tregs mais
également d’autres facteurs immunomodulateurs, tels que la cytokine TGF-B (236,
282). Fait important, ces observations ne sont pas restreintes au DT1 mais
s’appliquent également a nombre de pathologies auto-immunes, telles que la
sclérose en plaque, 'arthrite rhumatoide, le lupus érythémateux disséminé et les
maladies inflammatoires de l'intestin (283).

Quels sont les mécanismes qui induisent et régissent cet état réfractaire ?
Le contexte environnemental de plus en plus inflammatoire participerait
activement a ’acquisition du défaut de sensibilité a la régulation. Il serait induit
par la transduction de signaux moléculaires convergeant vers une activation

soutenue de la voie PI3K/AKT (283), qui favorise la prolifération et la survie
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cellulaire, augmente le métabolisme glucidique et la production de cytokines pro-
inflammatoires. Dans ce contexte, I'IL-21 a été mise en cause dans le modele
DO11xRIP-mOVA (281), mais pas confirmée chez la souris NOD (284). D’autres
études soulignent le role des cytokines IL-1pB, IL-6 et TNF-a dans ’hyper-activation
d’AKT. Dans ce sens, les LT de patients diabétiques expriment de plus forts
niveaux de la forme phosphorylée des médiateurs STAT1 et STAT3 induite par
I'IL-6, par rapport aux LT de donneurs sains, et I’ajout d’un inhibiteur de STAT3
dans les co-cultures Tregs/Teffs leve la résistance des Teffs aux Tregs (285, 286).

Si les analyses ex-vivo des LT auto-réactifs ne montrent pas de différence
phénotypique claire entre les individus diabétiques et sains dans le sang (89, 168)
(cf partie II.1.2), elles n’excluent pas une aptitude accrue a s’activer suite a la
rencontre avec leur antigeéne et a résister a I’'apoptose, ce qui pourrait déterminer
leur sensibilité aux mécanismes suppresseurs (287).

La résistance a la régulation impliquerait donc un défaut intrinseque des
Teffs de sujets diabétiques en particulier, et auto-immuns en général, s’acquérant
avec le temps sous I’'influence d’un environnement de plus en plus inflammatoire,

exacerbant ainsi a son tour le développement et la sévérité de la maladie.

Le défaut de régulation des réponses auto-réactives chez le sujet diabétique
implique une présentation des antigenes de la cellule B altérée, déviée vers un
profil immunogéne (288).

Les macrophages et DCs sont naturellement présents dans le pancréas et
autour des ilots pancréatiques. Lors de 'apoptose physiologique de la cellule B
(289, 290), une des fonctions premieres des macrophages est I’élimination des
débris cellulaires par le processus d’efferocytose marquée par la production de
facteurs pro-résolutifs essentiels pour 1’homéostasie tissulaire (291, 292).
Plusieurs études suggerent que les macrophages de souris NOD présentent un
profil M1 et des capacités phagocytiques réduites, conduisant a un défaut de
clairance des corps apoptotiques et par conséquence a un relargage d’auto-
antigenes pancréatiques dans un environnement inflammatoire (293-295). Par
RNAseq sur cellule individuelle, le groupe d’E. Unanue a d’ailleurs récemment
démontré l’existence de plusieurs sous-populations macrophagiques dans les
ilots, avec un déclin progressif des macrophages résolutifs au profit de

macrophages inflammatoires (296).
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Cette méme étude a également mis en évidence dans les ilots, des DCs
conventionnelles ¢cDC1 (CD103*XCR1*) et cDC2 (SIRPa*), toutes deux pouvant
s’activer en réponse a I’environnement inflammatoire (296). Ceci peut étre relié
aux différents travaux suggérant une perte de fonctions régulatrices exercées par
divers sous-types de DCs du pancréas chez la souris NOD, contribuant a un
controle déficient des LT auto-réactifs (297-299). De maniere similaire, on note
un défaut des DCs du sang périphérique et de la lamina propria de patients DT1
a induire des Tregs Foxp3*, détaillé un peu plus bas dans la partie I1.3 (300, 301).
Les mécanismes sous-jacents a ces fonctions tolérogénes diminuées restent a
élucider, méme si des altérations dans I’expression d’IDO, de la galectine-1 ou de
la vitamine D ont été rapportées ((302-304).

Enfin, les alleles HLA de classe I DQ2/8 et DR3/4 chez ’homme et I-A%” chez
la souris prédisposent au DT1 (cf partie 1.3.1). Les DCs issues de la rate ou
dérivées de la moelle osseuse de souris NOD présentent des niveaux
anormalement bas de CMH II en comparaison a souches non auto-immunes mais
les conséquences précises de cette diminution restent non explorées (305-307).
De plus, les DCs CD8* montrent des capacités de cross-présentation diminuées
aux LT CD8* auto-réactifs (308). En revanche, ces observations n’ont pas été
rapportées chez I’homme, avec notamment une expression normale ou augmentée
d’HLA-DR (309-312). La question d’une présentation antigénique altérée chez les
sujets diabétiques et de son impact sur le développement ou le controle des

réponses T auto-réactives reste a mieux définir.

Si le développement du DT1 résulte de réponses lymphocytaires non
controlées, le défaut ne proviendrait pas exclusivement de la composante
immunitaire mais également de la cellule p elle-méme qui engage un dialogue avec
les LT (Mallone & Eizirik, Diabetologia 2020, sous presse). Comme souligné plus
haut, les LT CD8* reconnaissant les antigenes B circulent a des fréquences
similaires chez les sujets diabétiques et chez les sujets sains, et présentent un
phénotype largement naif (89, 168). En revanche, ces cellules infiltrent
uniquement le pancréas de patients diabétiques et expriment alors un phénotype
effecteur/mémoire. Ces données suggeérent que chez le patient diabétique, les
cellules B sont capables d’attirer et d’activer les LT auto-immuns, augmentant

ainsi leur visibilité et vulnérabilité. Ainsi, plusieurs arguments vont dans le sens
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d’un réle actif de la cellule B dans I'initiation du DT1, notamment par sa sensibilité
a I'inflammation et au stress du réticulum endoplasmique.

En présence de cytokines inflammatoires (IL-1B, IFN-a, IFN-y, TNF-a), la
cellule B accroit tres significativement I’expression des molécules HLA-I, ainsi que
la quantité et le nombre d’épitopes présentés par ces molécules, la rendant ainsi
beaucoup plus visible aux LT auto-immuns (48, 89, 313). Elle produit également
la chimiokine CXCL10 attirant les Teffs (313).

La cellule B est également sensible au stress du réticulum endoplasmique,
associé a la nécessité de s’adapter a ’environnement glycémique et produire de
fortes quantités d’insuline et d’autres protéines des granules, entrainant des
erreurs de synthese et ’activation de la voie UPR (unfolded protein response). Si,
en conditions physiologiques, cette réponse UPR permet |'élimination des
protéines défectueuses, en conditions inflammatoires induites notamment par
I'IFN-a, trop stimulée, elle induit des dysfonctions et ’apoptose de la cellule B
(314, 315). La dégradation augmentée des protéines défectueuses peut ainsi
conduire a une exposition accrue des peptides présentés par les molécules HLA-
I, et notamment de néo-épitopes issus de processus post-traductionnels (316)
pouvant activer les LT pathogéniques.

Enfin, les cellules B sécretent leurs hormones et protéines directement dans
le sang, sous forme libre, sous forme de peptides ou encapsulées dans des
granules ou des microvésicules, qui peuvent étre captés par des APCs en dehors
du pancréas (317). Elles peuvent ainsi communiquer avec le systéme immunitaire,

le sensibiliser a distance et attirer les lymphocytes sur place.
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Type

stress du RE

inflammatoires

. Défaut Association avec le DT1 Espéce Références
cellulaire
Défaut des Nombre Pas de défaut de nombre dans le sang H (36, 171-173)
Tregs
Dlmlnl:JtI(?)n du ratio Tregs/Teffs dans les ilots S (257)
pancréatiques
Fonction ; , (257, 269,
Niveaux accrus d’apoptose H+S 270)
Irlstab}lltei de I'expression de Foxp3 par défaut de H (271, 272)
signalisation IL-2
Production de cytokines pro-inflammatoires H (273, 274,
278)
Défaut de migration dans les ilots H (277)
Défaut des Nombre Pas de différence de nombre dans le sang H (89,168, 169)
Teffs
Résistance a la Résistance a la régulation par les Tregs et autres (236, 279-
4 i H+S ¢
régulation facteurs 281)
Activation aberrante de la voie PI3K/AKT H+S (228863)' 285,
Défaut des Fonction Défaut de clairance des corps apoptotiques S (293-295)
APCs
Profil inflammatoire des APCs des ilots S (296)
Perte fje fonction regulatrlFe des D(?s dans le H+S (297-301)
pancréas, le sang et |la lamina propria
Phénotype Diminution expression CMH I S (305-307)
Défaut de la Visibilité au Augmentation de I'expression de molécules de
cellule B systeme CMH | en présence de cytokines pro- H (48, 89, 313)
immunitaire inflammatoires
Production de chimiokines attirant les Teffs H (313)
F’resentatlop de néo-épitopes en conditions H (89, 316)
inflammatoires
Sensibilité au Apoptose de la cellule B en conditions H+S (314, 315)

Tableau 2. Les principaux défauts de tolérance périphérique dans le DT1
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[I.3 Immunité intestinale, tolérance orale et

période néonatale

Par son exposition aux éléments extérieurs, son contact perpétuel avec les
bactéries commensales et les antigenes apportés par la nourriture, l'intestin est
un site privilégié de tolérance et les cellules immunitaires qui ’habitent sont trés
spécialisées dans ce sens. Un grand pan de la tolérance intestinale correspond a
la tolérance vis-a-vis de la flore bactérienne et du microbiote, qui tapissent
I’intestin et envers lesquels les réponses doivent étre parfaitement controlées.

Je n’aborderai pas ici le role du microbiote qui ne concerne pas mes travaux
de recherche, mais je détaillerai les mécanismes et populations immunitaires
impliquées dans I’homéostasie et la tolérance intestinale. En effet, mon projet de
vaccination exploite la voie orale d’administration d’antigénes pour la prévention
du DT1. Non-invasive et particulierement tolérogene, elle offre une perspective

favorable a I'induction de tolérance vis-a-vis de notre protéine thérapeutique.

II.3.1 La lamina propria et les mécanismes de tolérance

intestinale

La muqueuse intestinale contient un grand nombre de cellules
immunitaires, réparties dans différentes régions, qui forment le tissu lymphoide
associé a l'intestin, le GALT (gut-associated lymphoid tissue). Schématiquement, le
GALT comprend : la lamina propria (LP), qui se situe sous la couche de cellules
épithéliales sur toute la longueur de I’'intestin ; les plaques de Peyer (PP), qui sont
des structures de cellules organisées disséminées le long de l'intestin ; et les
ganglions mésentériques (MLN), lieu d’induction de réponses immunitaires,
drainant les deux premiers sites (Figure 14)

Si les PP sont cruciales pour I'induction de réponses immunitaires contre
les pathogenes, il semblerait qu’elles ne soient pas indispensables dans le cadre
de la tolérance orale (318-320). En revanche, la LP est un point central dans les
meécanismes d’induction de tolérance car elle abrite de nombreuses cellules

immunitaires possédant un phénotype tolérogéne particulier.
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Figure 14. Organisation de la muqueuse intestinale et induction de tolérance. Lors
de I'exposition a un antigéne oral provenant de I’alimentation ou de la flore
commensale, ce dernier va étre transféré a travers la barriere intestinale via différents
mécanismes et se retrouver dans la lamin propria ou au sein des plaques de Peyer. Des
DCs vont ensuite capter cet antigéne et ’apporter jusqu’aux MLN. Sous ’action
conjointe de 'acide rétinoique (RA) et du TGF-B, les DCs vont induire la génération de
pTregs spécifiques, ainsi que I’expression de marqueur de « homing » (CCCR9 et a4B7)
a leur surface. Les pTregs vont alors pouvoir retourner dans la lamina propria et
exercer leur réle régulateur. (Mowat Nat Rev Immunol 2018)
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Le terme de « phagocytes mononucléaires » (MP, mononuclear phagocytes)
regroupe les principales APCs de la LP, notamment les DCs et les macrophages
qui ont souvent été confondus du fait de leur phénotype trés semblable. En effet,
tous deux expriment des niveaux élevés de CD11c, CD11b et CMH de classe II dans
I'intestin. La distinction de ces populations nécessite par conséquent l'utilisation
de marqueurs additionnels, tels que le CD64 (FcgRI) ou encore le F4/80
spécifiques des macrophages (321-323).

Les capacités tolérogenes des MP intestinaux ont été mises en évidence
notamment par I’étude de Chirdo et al. montrant que les cellules CD11c*CMH-IT*,
isolées a partir de la LP de souris nourries avec de ’'OVA et transférées dans des
souris hotes n’ayant jamais été exposée a cet antigéne, pouvaient induire une
tolérance vis-a-vis de I'OVA, se traduisant par une réduction de la réponse
d’hypersensibilité retardée (DTH, delayed-type hypersensitivity) in vivo (324).
D’autres études ont depuis détaillé I'implication des différentes populations de
MP dans la tolérance orale et ont mis en évidence plusieurs sous-populations de

DCs et de macrophages jouant chacune un role dans ce mécanisme.

e Les DCs

Les DCs sont indispensables pour l'induction de la tolérance orale. Elles
sont capables de transporter les antigenes captés dans la LP jusqu’aux ganglions
mésentériques (MLN). Le principal mécanisme qui leur est alloué repose sur leur
expression d’acide rétinoique (RA) qui, par une action conjointe avec le TGF-p,
permet la génération de pTregs au sein des MLN (325). L’expression du RA par les
DCs permet également I’'induction de I’expression des molécules CCR9, récepteur
de la chimiokine CCL25, et de I'intégrine a4p7 sur les LT, dont les pTregs (326).
Ces deux molécules sont des marqueurs de « homing », permettant aux LT de
retourner dans l'intestin apres activation. Ce mécanisme est essentiel, la tolérance
orale étant perdue dans des souris déficientes pour 'une ou ’autre de ces deux
molécules (327).

Il existe plusieurs sous-populations de DCs dans la LP. Elles expriment
toutes le CDl1lc et le CMH-II, mais sont distinguables par I’expression
différentielle de CD103, correspondant a l'intégrine oE. Les DCs CD103* sont
considérées comme les acteurs majeurs de la tolérance intestinale, car

intrinsequement tolérogeénes (328-330). Elles peuvent étre CD11b* ou CD11b, et
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ces deux sous-populations n’ont pas totalement le méme réle ou les mémes
caractéristiques. En effet, une étude récente suggere que la population de DCs
CD103*CD11b, plutét que les CD103*CD11b*, serait impliquée dans la tolérance
orale aux antigénes solubles, en particulier dans 'intestin gréle (331). Dans cette
étude, une co-culture de LT OT-II, reconnaissant un peptide issu de I’OVA, avec
les différentes populations de DCs intestinales, en présence du peptide d’OVA, a
montré que I'induction de Foxp3 ainsi que de CCR9 et a4p7 était plus importante
dans les LT activés par les DCs CD103* CD11b" que les autres (331).

Une population de DCs CD103" existe également dans la LP et la fraction
CD11b* de ces cellules serait quant a elle impliquée dans la tolérance aux
antigenes solubles dans le colon (332). Elles sont également capables de produire
du RA mais sont moins efficaces pour I'induction de Tregs in vitro (333).

Une autre classification des DCs intestinales repose sur l'utilisation des
marqueurs XCR1 et SIRPa qui cependant recoupe, et finalement compléte celle
basée sur CD103 et CD11b (Tableau 3).

Phenotype L. i .
Cell type Function in intestinal tolerance/homeostasis
Common | Subset specific
" CD103* * Predominant in Treg induction in
high | — : .
Cll\)dillcclllg E‘) CD11b: . CCR7-dependent the small intestine
> CX3CR1" migration to . Can activate TGFB
CD64- intestine draining
DCs F4/80 ggi?i: lymph nodes + Less efficient at promoting
Lcygg ) % | CX3CR1lv |- Presentation of tolerance
B220- E CD103- soluble protein
NKI.1- 2 CD11b* antigens + Involved in tolerance to soluble
) CX3CR1int antigens in the colon
Ly6Chigh
MHCII
CDl11c
«P1»
3 —
CD11b+ |2, | Ly6Chihint | . Functional plasticity
CcD64* - MHCII*
F4/80* H CD11c* » Production of pro-inflammatory mediators in response to
5 «P2» TLR ligands
Macrophages Ly6G 5
SiglecF
CD3-
B220-
NK1.1-

» Scavenging, destruction of apoptotic cells, microbes

» IL-10 production

» Local maintenance of Tregs

Tableau 3. Cellules dendritiques et macrophages dans la lamina propria. Adapté de Joeris
et al Mucosal Immunology 2017.
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e Les macrophages

Les macrophages de la LP possedent un phénotype particulier comparé aux
macrophages résidents d’autres tissus de l'organisme (334-336). Ils nécessitent
une constante reconstitution a partir de monocytes circulants, qui se
différencient a leur arrivée dans la muqueuse jusqu’a obtenir leur phénotype
mature : CX3CR1""Ly6CCMHII™" (323, 335). Les autres populations retrouvées
dans la LP correspondraient aux différentes étapes de différenciation (Tableau 3).

Comme les DCs, les macrophages intestinaux favorisent naturellement les
réponses tolérogenes. En effet, ils présentent une forme d’anergie qui les
empéche de répondre aux stimuli qui devraient normalement les activer (337).
Cela leur permet de phagocyter efficacement sans générer une inflammation qui
compromettrait 1’homéostasie intestinale. Contrairement aux DCs, les
macrophages de la LP ne peuvent pas migrer jusqu’aux MLN ni activer les LT (321,
336, 338). En revanche, ils sécretent des cytokines anti-inflammatoires, telles I'IL-
10 et le TGF-B pouvant contribuer aux réponses T régulatrices in situ. Ainsi, une
étude a montré que I'IL-10 produite par les macrophages intestinaux était
impliquée dans l’expansion dans la LP de Tregs spécifiques a Il’antigene
administré par voie orale. L’absence de production d’IL-10 observée chez des

souris Cx3crl” ne permet pas l'induction de tolérance orale (339).

Bien que lintestin présente une certaine perméabilité aux petites
molécules, notamment pour le passage des nutriments, une question centrale
dans le processus de tolérance orale est comment les APCs peuvent acquérir les
antigenes de la lumiere intestinale. A ce jour, plusieurs mécanismes sont
Proposeés.

Les cellules M présentes dans les PP sont depuis longtemps reconnues
comme point d’entrée pour le transport des microorganismes mais une
population rare de cellules M a aussi été décrite en dehors de cette structure,
capable de transférer de petites particules dans la LP (340). Les cellules
caliciformes (goblet cells) ont également été décrites comme impliquées dans le
passage d’antigenes de la lumiere intestinale a la lamina propria (341). Cette étude
utilisant la microscopie photonique intra-vitale, montre un transfert préférentiel
aux DCs tolérogenes CD103*, suggérant que ce mécanisme pourrait étre impliqué
dans la tolérance intestinale. Cette méme technique de microscopie photonique a

également permis de mettre en évidence la capacité des DCs CD103* a étendre
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leurs dendrites a travers la barriére épithéliale pour capturer directement les
antigenes luminaux (342-344). Enfin, une étude propose que les macrophages
CX3CR1"s seraient les principaux responsables de la capture de protéines
luminales et seraient capables de transférer ces antigenes aux DCs CD103* par
I'intermédiaire des jonctions communicantes via les connexines CX43. La délétion
de ces dernieres dans les APCs résulte en 'incapacité des DCs CD103* a récupérer
I’antigene, le présenter, conduire a la génération de pTregs et par conséquent, a

induire une tolérance orale (345).

Comme évoqué plus haut, la tolérance orale passe par I'induction de pTregs
par les DCs dans les MLN. Cela se fait par I'intermédiaire du TGF-B et I'action
concomitante du RA va promouvoir ce processus de conversion de précurseurs
naifs en LT CD4*Foxp3* (328). 1l ne s’agit pas ici d’'une expansion de tTregs qui
auraient migré depuis le thymus (346). 1l existe également d’autres types de LT
régulateur qui peuvent étre générés dans l'intestin : les Tr1 (Type 1 Regulatory T
cells) et les Th3. Ces cellules ont la particularité de ne pas exprimer Foxp3 (du
moins de maniere forte et stable), et sont différenciées en réponse des signaux IL-

10 et TGF-B, respectivement.

Les Trl

Ces cellules peuvent étre induites a partir de LT conventionnels naifs
stimulés par leur antigene, en présence d’IL-10. Chez 'homme, si les tTregs
exercent des fonctions immunitaires régulatrices dans tout le corps et contribuent
a l'homéostasie, les Trl vont plutdét réguler les microenvironnements
immunitaires locaux ou existent des antigenes spécifiques des tissus (347). Ils
sont caractérisés par une forte expression d’IL-10 et, dans une moindre mesure,
de TGF-B (mais ne produisent ni IL-2 ni IL-4), ainsi que par l’expression de
marqueurs de surface CD49b et LAG3, critiques pour leur role
immunosuppresseur (348). Les Trl exercent aussi leurs fonctions régulatrices en
inhibant les APCs via les différentes molécules de co-inhibition (CTLA-4, PD-1 et

ICOS) ou en induisant leur mort par relargage de granzyme B (349).
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Les Th3

Les cellules Th3 ont été initialement identifiées chez la souris apres
induction d'une tolérance orale a la MBP (Myelin Basic Protein) dans un modele
d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) (350). Dans cette étude, la
majorité des LT CD4* spécifiques de la MBP sécrete du TGF-f et prévient
l'induction de I'EAE in vivo. Cette suppression est abrogée suite a l'injection
d'anticorps anti-TGF-B (350).

Les Th3 sont générées a partir de LT naifs en présence de TGF-f et elles
agissent également par l'intermédiaire de cette cytokine. Elles sont d’ailleurs
caractérisées par I'expression de LAP (latency-associated peptide) a leur surface,
qui correspond a la forme latente du TGF-B. Une fois activée par signalisation TCR
dans l’'intestin, elles sécretent du TGF-B qui agit pour maintenir les tTregs, inhiber

les réponses Thl et Th2, et favoriser la génération de pTregs Foxp3* (351).

L’existence d’un axe immunologique entre le tractus gastro-intestinal et les
tissus pancréatiques est proposé (352), selon lequel les LT intestinaux peuvent
migrer de la muqueuse intestinale jusqu’aux PLN. Ceci est suggéré par
I’expression des marqueurs de « homing » intestinal, a4p7 et CCR9, a la surface
des LT auto-réactifs chez les patients DT1 (353) et des LT infiltrant les ilots chez
la souris NOD (354, 355). Des défauts dans les mécanismes de tolérance
intestinale ou dans la composition cellulaire de la LP pourraient donc avoir un
impact sur le développement du DT1.

Ainsi, la souris NOD adulte présenterait une diminution des DCs CD103*
dans les MLN ainsi que des Tregs dans la LP de l'intestin gréle et ce, avant
I’apparition de la maladie (62, 356). A noter que ces défauts semblent progresser
avec l'insulite car ils sont retrouvés de facon plus importante chez la NOD pré-
diabétique que chez la NOD de 4 a 6 semaines d’age (356).

Chez I'homme, peu d’études ont rapporté une quelconque altération ou
déséquilibre de tolérance intestinale dans le DT1. Il a d’ailleurs plutot été montré
qu’il n’existait pas de différence de fréquence des différentes populations
immunitaires (LT CD4*, LT CD8, cellules NK...) entre les individus DT1 et sains
(301). Cependant, il semblerait que la population de Tregs soit ’exception. En
effet, contrairement a ce qui est observé dans le sang circulant des patients DT1,

les Tregs CD4* CD25* Foxp3* de la LP seraient moins nombreux chez les patients
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DT1 que chez les donneurs sains (301, 357). Des expériences complémentaires
ont suggéré que ce défaut serait dii a une capacité réduite des DCs CD103* de la
LP des patients DT1 a induire une génération de novo de pTregs ou leur expansion
(301). Les Trl ont été décrit comme étant réduits dans le sang des patients
diabétiques de type 1 par rapport aux individus sains (358) mais la LP n’a pas été
analysée.

D’autres éléments suggeérent quant a eux un profil plutét pro-inflammatoire
de la LP des patients DT1, marqué par une augmentation de ’expression de CMH
IT par I’épithélium, une augmentation de cellules exprimant I'intégrine a4p7 dans
la LP (359), ainsi qu’une densité plus importante de cellules positives pour les
cytokines IL-4 et 'IL-1B (360).

La tolérance intestinale pourrait donc étre une cible intéressante dans le
DT1, mais nécessite la mise au point d’approches permettant d’améliorer et
d’exploiter les mécanismes régulateurs qui la sous-tendent. Elle est déja tres
exploitée dans le domaine de l’allergie, mais suscite aussi un intérét dans
différentes maladies auto-immunes comme la sclérose en plaques et la
polyarthrite rhumatoide par I'introduction d’auto-antigenes par voie orale (361).

Forte de ses multiples acteurs cellulaires tolérogenes, la voie orale est une
voie puissante pour induire des mécanismes de tolérance qui peuvent avoir des
répercussions dans I’organisme entier (351). La capacité migratoire de certaines
de ces cellules permet le transport des informations vers d’autres organes. C’est
donc une voie qui permet d’agir de maniere locale mais également systémique.

De facon intéressante et importante pour notre projet, le thymus serait
également impliqué dans I'induction de tolérance par voie orale (362). Dans un
modele d’EAE, les souris de 6 semaines subissaient, ou non, une thymectomie
avant d’étre traitées avec la MBP par voie orale et immunisées le jour suivant pour
déclencher la maladie. Les auteurs ont remarqué que la tolérance n’était pas
induite chez les souris ayant subi une thymectomie, mais qu’elle était restaurée
si les souris étaient transférées avec des thymocytes provenant de souris naive.
Selon leurs expériences, le thymus serait un lieu important de génération de Tregs
suite a 'administration orale d’un antigene (362).

Enfin, la voie orale est une voie privilégiée pour les traitements qui vise des
populations pédiatriques. Le DT1 étant une maladie touchant particuliéerement les

plus jeunes, il est pertinent d’exploiter cette stratégie non invasive. Une syntheése

69



plus détaillée des expériences de tolérance orale chez la souris NOD et des essais

cliniques existants sera présentée dans la partie suivante (cf. partie IIL.1).

ITI. Peut-on preévenir le diabete de type 1 ?

Nous avons vu que différents mécanismes de tolérance pouvaient étre
impactés dans le DT1, coincidant avec une réponse auto-immune qui se diversifie,
s’amplifie avec le temps, et cible de plus en plus d’épitopes. Quand le DT1 se
déclare (stade 3, cf. partie 1.2 Figure 3), il ne s’agit la que de la manifestation
clinique d’une auto-immunité déja trés engagée, qui devient donc plus difficile a
controler. Ceci explique le succes limité voire I’échec des thérapies d’intervention,
discutées dans la partie I. Les nouvelles approches thérapeutiques du DT1 doivent
donc s’inscrire dans une logique de prévention plutdét que de traitement,
considérant que le patient n’est pas malade au moment ou I’hyperglycémie
survient, mais bien avant, des les premiers signes d’auto-immunité anti-cellule p
(apparition des auto-anticorps). En effet, une nouvelle vision de la prévention du
DT1 est en train de s’imposer, selon laquelle il ne s’agit de prévenir

I’hyperglycémie, mais I’auto-immunité elle-méme.

II1I.1 Les essais de prévention

III.1.1 La preuve de concept dans les modeles murins

Les premiers essais précliniques de prévention chez la NOD remontent aux
années 90 ou une vague d’études a montré une tres bonne efficacité des thérapies
spécifiques de l’antigeéne, en particulier I'insuline (363-366). Selon la voie
d’administration utilisée (sous-cutanée, intranasale ou orale), différents
mécanismes de tolérance impliqués dans la protection des souris vis-a-vis du DT1
ont été mis en évidence. On retrouve en particulier :

e Une déviation de la réponse immunitaire de Thl vers Th2, caractérisée par un
changement dans le profil cytokinique (diminution de I'IFN-y et augmentation
de I'IL-4) (364, 365) ou vers Th3 correspondant a une expression accrue de
TGF-B (367).

e Une génération d’une population de Tregs (368). Bergerot et al. ont d’ailleurs

proposé que les Tregs induits par l'administration orale d'insuline seraient
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spécifiques de l'insuline et rivaliseraient avec les LT diabétogeénes pour les
ressources en cytokines (cf. régulation par les Tregs, partie I1.2.1), empéchant
ainsi leur expansion et leur migration vers le pancréas (369).

e Une capacité a transférer la protection vis-a-vis du DT1 apres co-transfert de
splénocytes provenant de souris diabétiques et de splénocytes de souris
traitées a l'insuline, indépendamment de la voie d’administration utilisée
(364-367). Cette protection serait due a I’action des Tregs qui empécheraient
I’apparition du DT1 chez les hotes. En effet, le transfert des LT CD8, sans les
LT CD4*, déclenche bien le DT1 (368).

Il est a noter que ces stratégies de prévention reposent sur un traitement
répété et prolongé dans le temps, qui débute chez I'animal jeune et souvent sur

plusieurs semaines, voire de maniere continue (366).

III.1.2 Les essais cliniques de prévention

Suite aux expériences concluantes et encourageantes observées chez la
souris, plusieurs essais cliniques ont tenté de retrouver cette protection chez
I’homme grace a un traitement préventif par insuline (Tableau 4).

Un des premiers de ces essais cliniques de prévention correspond a I’étude
DPT-1 (Diabetes Prevention Trial - Type 1 Diabetes) (370). Dans cette étude, des
individus présentant un haut risque de développer le DT1 ont été recruté parmi
les apparentés de patients diabétiques de type 1. Selon des criteres génétiques
(typage HLA), immunologiques (positivité pour les auto-anticorps) et
métaboliques (test oral de tolérance au glucose), une stratification du risque a été
établie et les individus séparés en deux cohortes : risque a 5 ans supérieur a 50%
d’une part, risque entre 25 et 50% d’autre part.

La premiere cohorte était traitée par voie parentérale (injections sous-
cutanées de 0,125U/kg d’insuline - ou placebo - deux fois par jour + infusion
intraveineuse durant 4 jours une fois par an - suivi médian de 3,7 ans), mais n’a
montré aucune prévention ni effet positif sur le métabolisme. Bien que décevants,
ces résultats ne sont pas si surprenants si on les compare avec les études
précliniques chez la NOD de laquelle ils découlent (371). En effet, les souris

étaient traitées avec 0,5U d’insuline par animal correspondant a une dose de

71



25U/kg soit 200 fois supérieure a celle utilisée dans I’étude DPT-1 (0,125U/kg).
Ces différences de doses viennent de la différence de résistance a I'insuline entre
les deux espeéces, ’homme étant plus sensible a ’hypoglycémie que le modéle
murin. D’ailleurs, un travail effectué par le laboratoire a montré que 'utilisation
des conditions de doses humaines chez la souris NOD ne permettait pas de les
protéger du développement du DT1 (372).

La seconde cohorte (risque de DT1 entre 25 et 50% a 5 ans) a quant a elle
été traitée par voie orale avec 7,5mg par jour d’insuline ou un placebo (suivi
médian de 4,3 ans). Ici encore, aucune différence n’a été observée entre les deux
groups en termes de développement du DT1. Cependant, une analyse a posteriori
a mis en évidence qu’un groupe de participants ayant des taux d’IAA élevés a
I'inclusion (>80nU/mL) montrait un léger effet bénéfique du traitement
(proportion de ces patients développant le DT1 de 6,2% par an dans le groupe
insuline contre 10,4% dans le groupe placebo). La conclusion générale de cette
étude penche dont vers une inefficacité de I'insuline par voie orale, méme si cette
suggestion d’un certain bénéfice a mené vers un nouvel essai clinique focalisé sur
les sujets a risque IAA+ (373). Malheureusement, ce dernier n’a pas abouti a un
quelconque retard ou prévention de I’apparition du DT1.

Dans une autre étude, le traitement avec 1U/kg par jour d’insuline par voie
nasale d’enfants suivis depuis la naissance ainsi que de leurs fréres et sceurs,
positifs pour les auto-anticorps n’a pas non plus donné de résultat satisfaisant en
termes de prévention du DT1 (374). D’autres antigenes ont également été testés
en prévention et c’est le cas de GAD65 qui a été administré avec un adjuvant
(alum) par voie sous-cutanée (20ug a 4 mois d’intervalle) chez des individus
positifs pour les auto-anticorps. Malheureusement, ces essais n’ont pas été plus
concluants (375)

Ces essais ont pu montrer un profil de sécurité acceptable mais
malheureusement aucun n’a montré une quelconque efficacité. Mais alors
pourquoi ces stratégies, dont certaines avaient fait leur preuve chez la souris
(363, 365, 366), n’ont pas fonctionné chez I’homme ?

Tout d’abord il est important de souligner que, bien que la NOD soit le
modele animal le plus proche de la physiopathologie du DTI1, il n’est pas
totalement identique au processus auto-immun humain (376). D’autre part, la
NOD étant une lignée consanguine, tous les animaux sont génétiquement
identiques, éliminant donc la variabilité génétique. Ils sont par ailleurs élevés

dans un environnement controlé, éliminant ainsi la variabilité environnementale.
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On pourrait donc assimiler une colonie de NOD a un seul individu diabétique et
non a un groupe hétérogene de patients.

Enfin, méme si on peut observer la présence d’auto-anticorps et de LT anti-
insuline, il n’existe pas vraiment de preuves que l'insuline soit 1’antigene
initiateur chez ’homme, contrairement a ce qui a été montré chez la NOD (377).
Méme en partant de ce principe, les différents essais cliniques que nous venons
d’aborder interviennent alors que le processus auto-immun est déja avancé. Les
participants de ces études étant déja positifs pour différents auto-anticorps, la
réponse auto-immune concerne donc plusieurs épitopes autres que l'insuline, et
elle est activement engagée et marquée par un défaut de régulation des Teffs
pathogenes (cf partie 11.2.2). Il s’agit donc d’un timing de traitement qui different
des essais chez la NOD, et qui est critique dans ’efficacité thérapeutique. En effet,
les effets bénéfiques de prévention sont observés quand on initie les traitements
chez des animaux trés jeunes (avant I’apparition d’une insulite dans le pancréas)
mais ces effets sont perdus si traités plus tardivement (378).

L’étude PrePOINT se veut donc intervenir encore plus précocement. Il ne
s’agit plus de prévention secondaire mais de prévention primaire, puisque I’on
cible les enfants génétiquement a risque mais négatifs pour les auto-anticorps.
C’est ici tout l'intérét et le mérite de cette étude pilote, ou une forte dose
d’insuline est administrée par voie orale 1 fois par jour, a 25 enfants entre 2 et 7
ans. Les auteurs ont pu observer une réponse T régulatrices vis-a-vis de I’insuline
suite au traitement, compatible avec l'induction d’une tolérance immunitaire
(379). Il n’y a pas eu d’effet indésirable, notamment ces fortes doses d’insuline
administrées par voie orale n’induisaient pas d’hypoglycémie, et n’accéléraient
pas non plus le développement du DT1, mettant en évidence la sécurité d’un tel
essai clinique. Des études complémentaires recrutant un nombre plus important
de participants et sur un suivi plus long sont en cours pour évaluer I'efficacité
réelle de ce traitement (étude GPPAD-POINT).

Si les stratégies de prévention chez ’homme sont essentiellement basées
sur I'utilisation d’antigenes spécifiques du DT1 et se sont beaucoup focalisées sur
I’administration d’insuline, ce ne sont pas celles ayant obtenu le plus de succes.
En effet, la premiere étude ayant montré une efficacité certaine dans la prévention

du DT1 est I’étude récente du TrialNet Study Group utilisant I’anticorps anti-CD3
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Teplizumab (380). Dans cette étude, les participants étaient apparentés a des
individus diabétiques, présentaient une prédisposition génétique, une positivité
pour les auto-anticorps ainsi que des signes de dysglycémie (stade 2 de la
maladie, cf partie 1.2, Figure 3). Les participants étaient injectés par voie
intraveineuse avec le Teplizumab pendant 14 jours et suivis sur 5 ans. Alors que
plus de 70% des individus traités avec le placebo avaient développé le DT1, ce fut
le cas de seulement 43% des participants du groupe Teplizumab (380). Du point
de vue mécanistique, les patients sous anti-CD3 ne montraient pas de différence
dans la fréquence des Tregs circulants mais une augmentation de la proportion
de LT CD8'KLRGI*TIGIT* par rapport au groupe placebo, suggérant un phénotype
épuisé/anergique. Une population lymphocytaire similaire a également été
observée dans les études chez les patients présentant un DT1 de découverte
récente (381).

Ces résultats sont tres encourageants et il s’agit d’'un premier succes, a ce
jour le seul, dans les essais de prévention du DT1, ciblant une étape préclinique
avancée. Un suivi plus long est cependant nécessaire. De plus, ces résultats ne
témoignent pas d’une réelle protection des individus vis-a-vis du DT1 mais plutot
d’un retard d’apparition de la maladie qui atteint tout de méme une moyenne de
2 ans, ce qui reste remarquable. La question de 'application du traitement par
anticorps anti-CD3 en prévention primaire se pose mais ne pourrait peut-étre pas
apporter d’effet bénéfique puisque les études précliniques chez la souris NOD ont
suggéré que les LT auto-réactifs doivent déja se trouver dans un certain état
d’activation pour que I’anti-CD3 soit efficace (382, 383). Ainsi, ce traitement doit
intervenir a des stades ou la réponse auto-immune est déja initiée, ce qui
encourage a priori la poursuite des essais de prévention secondaire, donc plus
tardifs, dans le DT1.

Par ailleurs, le Teplizumab est un agent immuno-modulateur qui touche de
manieére plus drastique et systémique les populations lymphocytaires T ; I'effet
n’est pas spécifique de I’antigéne. Quelques effets secondaires indésirables ont
été observés en prévention (lymphopénie, éruption cutanée) (380), et I’expérience
de cette stratégie en intervention (cf partie I.5) nous suggere que ces derniers
peuvent étre plus préoccupants (réactivation EBV). Par conséquent, I’utilisation de
ce type d’agent thérapeutique pose des questions de sécurité et d’évaluation du
rapport bénéfice/risque, d’autant plus que la prévention requiert de traiter des

jeunes enfants.
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Molécule Nom et type d’étude Population Conditions d’inclusion Modalité de Efficacité Référence
thérapeutique traitement
Thérapies Insuline The Diabetes Prevention Trial 2x372 ICA+ IAA+ Cohorte 1:0,25 U/kg/j Cohorte 1 : Pas de prévention ou de délai (370,
antigénes (DPT-1) patients FPIR>10%me percentile par voie sous-cutanée Cohorte 2 : Petit effet chez les patients 384)
spécifiques R, DA, CP apparentés OGT normal +iv4jparan IAA>80nU/mL
91 sites USA, Canada 7-17 ans Stratification des Cohorte 2 : 7,5mg/j
risques a 5 ans: Par voie orale
>50% := cohorte 1
25-50% = cohorte 2
TrialNet Oral Insulin 389 patients ICA>2 7,5mg/j Pas de prévention ou de délai (373)
R, DA, CP apparentés FPIR>10%me percentile Par voie orale
87 sites EU, Canada, USA, 5-13 ans OGT normal
Autralie
DIPP 224 enfants a HLA-DQB1+ 11U/kg /j Pas de prévention ou de délai (374)
R,DA, CP risque ICA>2 Par voie intranasale
3 sites Finlande 2-8 ans
PrePOINT 25 enfants HLA DR4DQB1*0302 + ou Dose croissante Trop t6t pour évaluer la prévention (379)
R, DA, CP apparentés a DR4-DQB1*030 + 2,5mg; 7,5mg; Signe d’apparition de Treg spécifiques de
4 sites UE, USA fort risque ou HLA identique au frere 22,5mg; 67,5mg I'insuline et de la proinsuline
2-7 ans ou sceur diabétique Par voie orale Pas de réponse pro-inflammatoire
ICA- IAA- dominante
GAD65 DiaPREV-IT Study Group 50 patients GADA+ ICA>1 GAD65+Alum Pas de prévention ou de délai (375)
R,DA, CP 4-18 ans 2x20ug
1 site Suede Par voie sous-cutanée
Thérapies Anti-CD3 R, DA, CP 76 apparentés ICA>2 Traitement sur 2 Retard de 'apparition du DT1 de 2 ans (380)
immuno- Teplizumab 11-22 ans OGT dysglycémique semaines A5 ans de suivi : 43% de la cohorte

modulatrices

Dose croissante
51 a 826ug/m? surface
Par voie intraveineuse

Teplizumab contre 72% des placebo ont
développé le DT1.

Tableau 4. Principales études cliniques d’immunothérapies de prévention pour le DT1

CP : contre placebo ; DA : double aveugle ; FPIR : First-phase Insulin Response ; GADA : GAD Autoantibody ; IAA : insulin autoantibodies ; ICA: Islet cell antibodies ; IU :

Insulin Unit ; OGT : Oral glucose tolerance test ; R : randomisé ; Tregs : LT régulateurs




II1.2 Optimiser les immunothérapies antigene-

spécifiques

Il existe donc toujours un besoin d’aller vers des traitements plus
spécifiques et donc plus sirs, comme le sont les thérapies spécifiques de
I’antigene. De nombreuses études précliniques cherchent donc a optimiser
I’administration de ces antigeénes, en travaillant sur des stratégies d’encapsulation
ou de formulation pour permettre une meilleure capture ou une meilleure
présentation.

Par exemple, une méthode attractive pour la délivrance de produits
thérapeutiques est l'utilisation de nanoparticules et plusieurs études utilisant
cette stratégie ont démontré leur efficacité chez la souris NOD. En effet, une étude
de Philips et al. a tout d’abord rapporté une protection des souris NOD traitées
avec des microspheres chargées avec des oligonucléotides anti-sens pour CD40,
CD80 et CD86 (385). Le traitement induisait une diminution de I’expression de ces
molécules de co-stimulation a la surface des DCs, associée a une augmentation de
la fréquence des Tregs. De facon intéressante, si une injection intrapéritonéale
unique chez des souris agées de 5 a 8 semaines permettait de retarder 'apparition
de la maladie, des injections répétées une fois par semaine pendant 8 semaines
permettaient la prévention du DT1.

Par la suite, ces méthodes de formulation ont été appliquées aux antigenes
d’intérét. Ainsi, des souris NOD de 8 semaines d’age ont été traitées par des
injections intrapéritonéales de nanoparticules contenant la proinsuline
accompagnée de I'ITE (pour 2-(1'H-indole-3’-carbonyl)-thiazole-4-carboxylic acid
methyl ester), ligand du récepteur AhR (aryl hydrocarbon receptor) et connu pour
son activité tolérogene (386). Cette association administrée aux animaux a partir
de 8 semaines d’age une fois par semaine pendant 1 mois a permis une protection
des souris vis-a-vis du DT1, associée a l’'induction d’un phénotype tolérogeéne des
DCs. Ces dernieres présentaient notamment une expression réduite du CMH II, de
CD40 et CD8O, ainsi que des cytokines IL-12 et IL-6, mais une augmentation de
I’expression d’IL-10. Ces DCs mises en culture avec des LT diabétogénes étaient
moins efficaces pour 'activation des Teffs mais stimulaient la différenciation en
Tregs (387). Dans le méme registre, des nanoparticules couplées a des complexes
CMH/peptides auto-réactifs protegent également du DT1 lorsqu’elles sont
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administrées par voie intraveineuse chez la souris NOD de 4 semaines toutes les
2 ou 3 semaines pendant 8 mois (388). Ces nanoparticules induisent entre autres
la différenciation de LT CD4 * effecteurs en cellules Tr1 productrices d’IL-10 (99).
Une stratégie d’encapsulation dans des liposomes contenant un épitope de la
chromogranine A accompagné de calcitriol (vitamine D3) n’a en revanche pas
donné de résultats satisfaisants en termes de protection, malgré la capacité de
ces liposomes administrés par voie sous-cutanée a induire la prolifération des
Tregs spécifiques d’antigéne (389).

Enfin, une équipe a évalué l'effet préventif d’'un vaccin a I’ADN en
comparant l'efficacité d’injections intramusculaires de plasmides codant soit
pour 4 protéines de la cellule B (PI, IGRP, GAD65, Chromogranine A) soit pour une
succession d’épitopes du DT1 issus de ces différentes protéines. Le traitement
consistait en une injection par semaine pendant 8 semaines de souris pré-
diabétiques (10 semaines d’age). Ils ont observé une protection efficace chez ces
différents groupes d’animaux mais, bien que des preuves d’induction de Tregs
aient été mises en évidence, elle était malheureusement abolie a I’'arrét du
traitement (390). Une stratégie similaire de vaccination par plasmide codant pour
la PI a été utilisée dans un essai clinique d’intervention chez des patients DT1
nouvellement diagnostiqués, avec des résultats encourageants en termes de
réduction des réponses CD8* auto-immunes spécifiques d’ilots (391). Cette
stratégie n’a pas pour l'instant été appliquée dans des essais de prévention chez

I’homme.

II11.3 La tolérance périnatale

Les stratégies évoquées ci-dessus offrent des pistes prometteuses et les
résultats chez la souris NOD apportent la preuve de concept de leur efficacité a
prévenir le DT1, ce qui mérite considération pour un transfert a la clinique.
Cependant, les échecs des essais de prévention utilisant les antigenes cibles,
observés jusqu’a ce jour chez I’homme, couplés au fait que les auto-anticorps, et
donc l'auto-réactivité anti-cellule B, apparaissent majoritairement pendant les
deux premieres années de vie (cf. partie 1.3.3) suggerent tres fortement que
I’optimisation de la formulation du ou des antigénes devrait étre accompagnée
d’une intervention la plus précoce possible pour maximiser les chances de
réussite (378).
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L’idée serait alors de réinitialiser le systeme immunitaire avant tout
déclenchement de la cascade auto-immune, et la période périnatale représente
dans ce contexte un élément crucial a prendre en considération.

En effet, c’est bien avant I’age adulte que se dessinent tous les mécanismes
de tolérance qui vont étre opérationnels tout au long de la vie. Ainsi, les
expériences princeps montrant que l'introduction d’un antigene durant la vie
néonatale induit une tolérance a long terme vis-a-vis de cet antigéne (392) ont
valu le prix Nobel de Médecine a ses auteurs en 1960. Dans le domaine de
I’allergie, ces phénomenes ont été récemment redécouverts, lintroduction
précoce d’un allergene alimentaire pouvant prévenir les réactions allergiques
(393).

II1.3.1 Importance de la période peérinatale dans la

tolérance centrale

Tout d’abord, c’est durant la vie néonatale que les mécanismes de tolérance
centrale sont les plus actifs. Ainsi, Guerau-de-Arellano et al. ont indiqué que
I'expression de AIRE par les mTECs pendant la vie embryonnaire et jusqu'a 21
jours apres la naissance, mais pas pendant la vie adulte, était essentielle pour
bloquer l'auto-immunité systémique retrouvée chez les souris NOD.Aire” (394).

L’expression conditionnelle de la PI dans les APCs de souris NOD, dont
celles du thymus, depuis la naissance jusqu’au sevrage induit une protection vis-
a-vis du DT1. En revanche si ’expression est limitée a la durée de la gestation,
aucune protection n’est observée. Ces observations sont également retrouvées en
cas de transfert de splénocytes dans des souris NOD.SCID. Ces dernieres ne
développent pas de DT1 apres transfert de cellules provenant de souris exprimant
la PI jusqu’au sevrage (395).

Par ailleurs, dans une étude de He et al., des souris NOD.SCID, transplantées
avec un thymus de souris NOD, ne développent un DT1 que si le thymus provient
de donneurs agés de 10 jours ou moins. Au contraire, la greffe d’un thymus de
souris NOD agées de plus de 10 jours n’induit pas la maladie (396). L’effet
protecteur est dii a une diminution de la fréquence de LT diabétogenes chez ces
animaux, ce qui suggere que les LT auto-réactifs anti-ilots sont produits par le
thymus trés précocement apres la naissance, dans une fenétre de 10 jours. Il

semblerait donc que chez la NOD existe un défaut de sélection thymique durant
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la période périnatale mais que la surexpression de I’antigene dans les APCs peut
rétablir ces mécanismes de tolérance et protéger du DT1 (395, 396).

Enfin, les tTregs générés pendant la période néonatale différent de ceux
générés al’age adulte en termes de transcriptome et de profil d’activation. Ils sont

capables de persister al’age adulte et sont critiques dans la tolérance au Soi (130).

II1.3.2 Le récepteur Fc néonatal (FcRn)

La période néonatale est également marquée par ’expression du récepteur
Fc néonatal (FcRn). Ce dernier est exprimé a la surface des syncytiotrophoblastes
du placenta et des entérocytes de l'intestin et constitue la voie physiologique du
transfert des IgG maternels a I’enfant pendant la grossesse et ’allaitement. Ce
mécanisme conféere une immunité passive au nouveau-né grace aux passages de
complexes immuns IgG-antigéne a travers les barrieres foeto-maternelles (397,
398).

Si ’expression intestinale du FcRn est limitée aux 15 premiers jours de vie
chez la souris (nos observations et (399)), il est également exprimé a I’age adulte
chez ’homme (400). Une étude utilisant un modele de souris transgénique pour
le FcRn humain, montre qu’'un complexe immun IgG-antigéne peut passer la
barriere épithéliale via le FcRn, étre capté par les DCs de la LP et transporté
jusqu’aux MLN ou les DCs activent les LT spécifiques de cet antigene (401).

Le FcRn est également exprimé par les cellules endothéliales qui sont
capables d’internaliser les IgG du sang et de les relarguer prolongeant ainsi leur
durée de vie dans le sérum (402, 403). De facon intéressante, il est aussi exprimé
par les APCs qui peuvent internaliser les IgG sans les dégrader (404-406).

De maniere importante et pertinente pour notre projet, une étude tres
exhaustive de Ohsaki et al. a mis en évidence le role central du FcRn dans la
tolérance orale (Figure 15) (407). Pour cela, les auteurs ont induit une allergie
alimentaire a ’OVA par sensibilisation cutanée chez des souris femelles avant,
pendant et apres gestation. Ils ont ensuite testé la réponse de la descendance de
ces femelles a la suite d’'une exposition orale a 'OVA. Les petits de femelles
allergiques étaient tolérants a l’allergéne alimentaire tandis que ceux issus de
femelles non allergiques développaient des signes d’anaphylaxie systémique.
Cette tolérance provenait de la génération de Tregs Foxp3* induits dans les MLN

suite au transfert de complexes immuns IgG-OVA lors de ’allaitement des petits,
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plutdt que via un transfert transplacentaire. La supplémentation du lait maternel
avec ces complexes immuns, suffisait pour retrouver une protection.
L’implication du FcRn dans ces mécanismes a été démontrée par l'utilisation de
souris présentant une déficience en FcRn restreinte aux DCs, et dans lesquels la
prise en charge des complexes [gG-OVA, I'induction des Tregs, la tolérance vis-a-

vis de I’OVA et la prévention de la réponse allergique étaient perdues (407).
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Figure 15. La tolérance orale par le FcRn. Dans une étude de Ohsaki et al, 'importance du FcRn dans
la tolérance foeto-maternelle a été démontré dans un modéle d’allergie. Les petits d’une souris
sensibilisée avec un allergéne développent une tolérance vis-a-vis de ce dernier qui dure jusqu’a I’age
adulte. Les auteurs ont montré que les complexes immuns allergéne/anticorps présents dans le lait
maternel passaient a travers la barriere intestinale, étaient captés par les DCs via le FcRn et induisaient
la génération de Tregs spécifiques. (Ohsaki et al J Exp Med 2018 ; Lambrecht J Exp Med 2018)

En lien avec ce point, les auto-anticorps du DT1 semblent conférer une
protection quand ils sont transmis de la meére a I’enfant, peut-étre car, de la méme
facon que dans ce modele d’allergie, les auto-antigenes pourraient étre transférés
a I’enfant et induire une tolérance (64, 408, 409)

III.4 Notre stratégie

Compte-tenu de tous ces éléments, le laboratoire a élaboré une stratégie de
vaccination visant a bloquer le développement du DT1, en ciblant le point de
rupture de tolérance le plus précoce, c’est-a-dire le thymus, pour rétablir les
meécanismes de tolérance centrale vis-a-vis de 'antigene initiateur du DT1, la PPI
(410). Dans ce sens, une stratégie de vaccination maternelle a tout d’abord été

mise au point. Dans des travaux publiés en 2015, notre équipe a utilisé une
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protéine de fusion comprenant la PPI couplée au fragment Fc des anticorps (PPI-
Fc) et a évalué si une injection intraveineuse de PPI-Fc chez des souris gestantes
pouvait instaurer une tolérance vis-a-vis de cet antigéne dans la descendance et
ainsi prévenir le développement du DT1 (411). Le laboratoire a démontré
I’efficacité de cette approche en utilisant la souris NOD G9C8 transgénique pour
un TCRaP reconnaissant le peptide B;;,; de la PPI, et chez laquelle le DT1 est induit
par immunisation avec le peptide PPI-B,;,; et la CpG (412). La protection des petits
issus de la mere traitée par PPI-Fc était associée a une perte de fonction
cytotoxique des LT CD8* diabétogenes ainsi qu’a une augmentation de la
fréquence en Tregs dérivés du thymus. Des études mécanistiques ont démontré
que la PPI-Fc était transférée a travers la barriere placentaire en exploitant la voie
du FcRn exprimé a la surface du placenta et qu’elle était ensuite captée par des
DCs migratoires et amenée jusqu’au thymus des feetus (411). Une stratégie
similaire a également montré son efficacité pour prévenir les réponses
immunitaires vis-a-vis du facteur VIII de la coagulation chez des souris invalidées
pour 'expression du facteur VIII, modele de I’hémophilie A humaine (413)

Ainsi, en couplant la PPI au Fc, qui permet a la fois ’exploitation de la voie
du FcRn mais aussi une meilleure stabilité et une demi-vie prolongée de notre
protéine d’intérét (414), la prévention du DT1 était assurée apres seulement une
seule injection.

Cependant, le transfert d’une telle stratégie chez I’homme n’est pas
envisageable. En effet, il n’y a pas de stratégie de diagnostic prénatal du DT1. Il
s’agirait donc de traiter des femmes enceintes pour prévenir une maladie chez le
nouveau-né qui, dans la grande majorité des cas, ne se développera pas. Le
rapport bénéfice/risque n’est donc pas favorable, d’autant plus au vu du caractere
invasif d’une injection intraveineuse.

Le FcRn étant également fortement exprimé a la surface de la barriere
épithéliale intestinale (cf. partie III.3.2), cela suggére la possibilité de I'utilisation
d’un traitement par voie orale directement chez les nouveau-nés. Cette stratégie,
qui constitue le cadre de mon projet de thése, s’appuie sur les deux éléments
critiques pour l'induction de tolérance que sont 'immunité intestinale et la
période périnatale. En administrant aux premiers jours de vie la PPI-Fc par voie
orale, notre objectif est d’utiliser la voie du FcRn pour forcer le transfert a travers
la barriere épithéliale, puis la présentation de ’antigene par les APC intestinales

afin d’induire des réponses régulatrices locales et possiblement jusqu’au thymus.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

Les travaux du laboratoire suggeérent qu’une vaccination tres précoce,

durant la vie périnatale, peut permettre une protection vis-a-vis du DT1. Dans une
volonté de développer une stratégie vaccinale transférable chez I’homme, mon
projet de these repose sur ’exploitation de la voie orale pour une vaccination
néonatale. Bien qu’un transfert passif puisse avoir lieu, notre hypothese est que
la PPI-Fc serait capable de traverser la barriere intestinale de maniere bien plus
efficace via le FcRn exprimé sur les cellules épithéliales pour se retrouver dans la
lamina propria. La multitude de DCs tolérogenes présentes dans ce tissu serait
alors en mesure de capter la PPI-Fc et de ’apporter au thymus pour restaurer la
tolérance vis-a-vis de la PPI. De plus, le tissu intestinal étant un haut lieu de
tolérance périphérique, des mécanismes régulateurs locaux peuvent également
étre ciblés et possiblement amplifiés par cette stratégie de vaccination orale.

Lors de ma these, je me suis intéressée a explorer cette stratégie de
vaccination orale en utilisant 2 modeles murins complémentaires.

Tout d’abord, la lignée de souris NOD G9C8 transgénique pour le TCR, dont
les LT CD8* reconnaissent le peptide PPI-B,;,; présenté par le CMH de Classe I K¢,
et qui développent un DT1 apres immunisation peptidique (412). Ce modele
possédant un répertoire T monoclonal nous a permis de suivre plus facilement
les modifications immunologiques induites par le traitement et les mécanismes

thérapeutiques pour nous aider a répondre a plusieurs questions :

- Quelle est la bio-distribution de la PPI-Fc dans les différents organes
apreés administration orale ? Migre-t-elle dans le thymus ?

- La PPI-Fc par voie orale protége-t-elle du DT1 ?

- Peut-on définir des mécanismes responsables d’une induction de

tolérance, en analysant les sous-populations T de différents organes ?

Ensuite, une lignée de souris NOD invalidée pour le gene de l'insuline 2
(NOD.Ins2”) possédant un répertoire T polyclonal et qui développe un diabete
auto-immun spontané accéléré (entre 6 et 18 semaines d’age) dii a 1’absence
d’expression de la PPI dans le thymus (étant donné que InsZ2 correspond a
I’'isoforme majoritairement exprimé dans cet organe). Ce modeéle nous a permis
d’évaluer si le ciblage de la seule PPI permettait de compenser le défaut génétique
d’expression d’insuline dans le thymus et d’inhiber toute la cascade auto-immune

et protéger du DT1.
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Oral Fc-coupled preproinsulin in autoimmune diabetes

Abstract

Tolerogenic vaccinations using beta-cell antigens are attractive for type 1 diabetes prevention, but
clinical trials have been disappointing. This is probably due to the late timing of intervention, when
multiple auto-antibodies are already present. We therefore devised a strategy to introduce the initiating
antigen preproinsulin (PPI) during neonatal life, when autoimmunity is still silent and central tolerance
mechanisms, which remain therapeutically unexploited, are more active. This strategy employs an oral
administration of PPI-Fc, i.e. PPI fused with an IgG Fc to bind the intestinal neonatal Fc receptor
(FcRn) that physiologically delivers maternal antibodies to the offspring during breastfeeding.
Neonatal oral PPI-Fc vaccination did not prevent diabetes development in PPI T-cell receptor-
transgenic G9C8.NOD mice. However, PPI-Fc was efficiently transferred through the intestinal
epithelium in an Fc- and FcRn-dependent manner, was taken up by antigen presenting cells, and
reached the spleen and thymus. Although not statistically significant, neonatal oral PPI-Fc vaccination
delayed diabetes onset in polyclonal /ns2”~.NOD mice that spontaneously develop accelerated diabetes.
Thus, this strategy shows promise in terms of systemic and thymic antigen delivery via the intestinal
FcRn pathway, but the current PPI-Fc formulation/regimen requires further improvements to achieve
diabetes prevention.

85



‘ ) Oral Fc-coupled preproinsulin in autoimmune diabetes
g frontiers

1 Introduction

Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease mediated by autoreactive T cells that recognize
antigens of the insulin-producing pancreatic B cells, leading to their destruction (Carré et al.,
2020;James et al., 2020;Mallone and Eizirik, 2020). A major problem in T1D management is its late
diagnosis, which typically occurs after a variable period of subclinical, silent autoimmunity, once a
significant proportion of 3 cells have been destroyed. Hence, T1D prevention and treatment should
target the underlying autoimmune mechanisms rather than its metabolic consequences, as done today
with insulin replacement therapies. However, immunotherapies aimed at blunting -cell autoimmunity
require an excellent safety profile, since T1D mostly affects children and young adults and is not life-
threatening in the short term.

B-cell antigen-specific therapies are therefore attractive in light of their selectivity and safety (Culina
et al., 2011). Such therapies are administered in the form of vaccines comprising -cell antigens and
formulated to achieve immune tolerance. Clinical trials exploiting these strategies have however been
disappointing. Several attempts have focused on tolerogenic vaccination with insulin (Brezar et al.,
2011;Brezar et al., 2012), since this is the initiating antigen in the NOD mouse (Nakayama et al.,
2005;Krishnamurthy et al., 2006) and, likely, also in humans (Brezar et al., 2011). A trial employing
intranasal insulin administration to halt autoimmune B-cell destruction in new-onset T1D patients with
slowly evolving disease did not result in significant B-cell preservation, despite evidence that insulin-
specific immune tolerance was successfully induced (Fourlanos et al., 2011). These results suggest that
earlier interventions may be needed, before significant B-cell loss and prior to autoimmune progression
and antigen spreading.

The safety issue is even more critical for prevention trials using insulin vaccination (Diabetes
Prevention Trial-Type 1 Diabetes Study, 2002), because they target at-risk subjects who are not yet
diabetic. Also in this case, trials have been unsuccessful to date. Such trials enrolled at-risk subjects
based on their positivity for multiple auto-antibodies (aAbs), which witness an ongoing autoimmune
reaction that already involves several antigens (Mallone and Roep, 2013). Recent studies further
suggest that B-cell autoimmunity initiates very early, possibly already during fetal life, as the median
age at aAb seroconversion was only 9-18 months in large prospective cohorts of genetically at-risk
children (Parikka et al., 2012;Ziegler et al., 2012). In this context, the PRE-POINT trial (Bonifacio et
al., 2015) targeted at-risk children carrying a high HLA-associated genetic risk of disease but with no
signs of active autoimmunity (i.e. aAb~) using a daily oral insulin vaccine. This study documented
safety and T-cell modifications compatible with tolerance induction.

The perinatal period may offer better opportunities for T1D prevention not only in terms of timing, but
also because it is characterized by immune responses to administered antigens that are biased towards
tolerogenic outcomes. Indeed, antigen introduction during fetal and neonatal life results in antigen-
specific immune tolerance persisting during adulthood (Billingham et al., 1953;Mold et al., 2008). A
key role in this process is played by thymic central tolerance (Klein et al., 2014), in which developing
T cells are challenged with ectopically expressed self-antigens such as preproinsulin (PPI). Their
recognition leads to elimination of autoreactive T effector cells (Teffs) and to positive selection of T
regulatory cells (Tregs). This process is very active during the perinatal period and leads to the
definition of immunological self that later imprints peripheral immune responses (Guerau-de-Arellano
et al., 2009). The ‘immune self-image’ shaping the adult peripheral T-cell repertoire in the thymus is
however incomplete, because the self-antigen repertoire is only partially expressed (Villasenor et al.,
2008;Klein et al., 2014), and “prunes” but does not eliminate self-reactive T cells (Davis, 2015;Yu et
al., 2015;Culina et al., 2018).
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Thus, incomplete central tolerance mechanisms posited as the first checkpoint in T1D progression may
be rather universal, as islet-reactive CD8" T cells are detected at similar frequencies in T1D and healthy
donors (Culina et al., 2018;Gonzalez-Duque et al., 2018;Azoury et al., 2020). Thymic escape of PPI-
reactive T cells seems to play a key role in T1D progression. First, the NOD mouse model of T1D
develops accelerated diabetes when PPI expression is abolished in the thymus via Ins2 knock-out
(Thebault-Baumont et al., 2003;Faideau et al., 2006). Second, human /NS polymorphic variants
predispose to T1D by decreasing PPI expression in the thymus (Pugliese et al., 1997). However, this
knowledge has not translated into therapeutic strategies aimed at boosting central tolerance ab initio.
All the tolerogenic vaccination approaches explored to date using the subcutaneous, intranasal or oral
route targeted peripheral tolerance mechanisms (Culina et al., 2011). PPI introduction in the thymus
during the perinatal period could instead boost the T-cell selection process and intervene on the very
first step in autoimmune progression. Previous reports suggest that it is possible to ‘upgrade’ central
tolerance by administering antigens either intra-thymically (Gerling et al., 1992;Marodon et al., 2006)
or in the periphery (Yu et al., 2008). In the latter case, a key role is played by migratory dendritic cells
(DCs) that ferry these antigens to the thymus (Bonasio et al., 2006;Proietto et al., 2008;Baba et al.,
2009;Atibalentja et al., 2011;Hadeiba et al., 2012). The key issue is to translate this concept into a
therapeutically viable strategy, i.e. using a non-invasive administration route applicable during the
perinatal period.

We therefore investigated a strategy that exploits the neonatal Fc receptor (FcRn) pathway that
physiologically delivers maternal IgG to the offspring - through the placenta during fetal life and
through the gut during lactation (Roopenian and Akilesh, 2007). To this end, we modified PPI by fusing
it to the Fc portion of an IgGl, thus allowing it to interact with the FcRn and cross these epithelial
barriers. We previously validated the transplacental route of transfer, documenting that Fc-fused
antigens intravenously administered to pregnant mice reach the fetal thymus in an FcRn-dependent
manner and promote the generation of antigen-specific Tregs and tolerance (Gupta et al., 2015). When
applied to T1D mouse models, PPI-Fc transplacental transfer protected the offspring from diabetes
development later in life (Culina et al., 2015). However, a less invasive administration route is desirable
for clinical translation. In this respect, the high FcRn expression in the gut epithelium may allow us to
exploit the oral route directly in newborns. We therefore asked whether PPI-Fc orally administered
during the neonatal period can be transferred through the intestinal epithelium and reach the thymus in
order to induce tolerance and protect from diabetes development.

2 Materials and Methods

2.1 Recombinant proteins and peptides

PPI-Fc and PPI constructs were previously described (Culina et al., 2015). An OVA-Fc construct
covering the OV Az43.350 sequence was further developed (Supplementary Figure 1). It comprises the
OV Ass7.264 and OV A33.339 epitopes recognized by KP-restricted OT-I and I-A%-restricted OT-II T-cell
receptor (TCR)-transgenic T cells, respectively. Recombinant proteins were produced using a
Baculovirus expression system and purified on protein G columns (for PPI-Fc and OVA-Fc) and nickel
columns (for PPI). Peptides OV A2s7.264 (SIHNFEKL), OVA323339 (ISQAVHAAHAEINEAGR) and
PPIsis23 (LYLVCGERG) were chemically synthesized at 85% purity (Chinapeptides). Herceptin
(Trastuzumab anti-HER2/neu monoclonal antibody; Genentech) was used as IgGl control.
Trastuzumab F(ab’)2 was generated using the F(ab’)2 Preparation Kit (Pierce #44988, ThermoFisher).

2.2 Mice and oral treatment
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PPlIgis.23 TCR-transgenic G9Ca".NOD (G9C8.NOD) (Wong et al., 2009) and Ins2”’~NOD mice
(Thebault-Baumont et al., 2003) were kindly provided by F.S. Wong (University of Cardiff, UK) and
C. Boitard (Cochin Institute, Paris, France), respectively. Fcgrt’".C57BL/6 (FcRn”".B6) mice were
from the Jackson Laboratory. All mice were housed in specific pathogen-free conditions. The study
was approved by the French Ministry of Research (#4873-2015113018321568).

G9C8.NOD and Ins2”-NOD mice were force-fed at day 1, days 1, 4 and 8 or days 1, 4, 7 and 10 of
life with 50 ng PPI-Fc or equimolar amounts of control proteins (Fc-devoid PPI, OVA-Fc, Herceptin
IgG1) or PBS. For diabetes induction, 4-week-old G9C8.NOD mice were primed with 50 ug PPIgis.23
peptide and 100 ug CpG (Eurogentec), followed by a second identical immunization 15 days later.
Diabetes development was monitored by glycosuria and confirmed by glycemia when positive.

2.3 Tissue preparation

Protocols are described in Supplementary Methods.

2.4 SDS-PAGE and Western blot

Pellets were lysed in Radio Immuno Precipitation Assay buffer [150 mM NaCl, 1.0% IGEPAL® CA-
630, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 50 mM Tris, pH 8.0] and
supernatants retrieved after centrifugation at 16,000g at 4°C for 15 min. Total protein lysates (5
pg/each; Pierce BCA Protein Assay Kit, ThermoFisher) were resolved on a 12% SDS—polyacrylamide
gels (SDS-PAGE), transferred to polyvinylidene fluoride membranes and blocked overnight at 4°C in
5% milk/Tris-buffered saline-Tween (TBS-T; 20mM Tris pH 7.5, 150mM NaCl, 0.05% Tween-20).
Membranes were then washed thrice in TBS-T and probed with primary antibodies: goat anti-mouse
FcRn (RRID:AB 10972971; 1/1,000) and mouse anti-heat shock protein 70 (RRID:AB_627761;
1/1,000) overnight at 4°C, then washed thrice in TBS-T. Membranes were subsequently incubated for
30 min at room temperature with horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG
(RRID:AB_2728714; 1/3,000) or rabbit anti-goat IgG (RRID:AB_562588; 1/5,000), and washed thrice
in TBS-T. Bound IgG was detected with the ECL Prime Western Blotting System (GE Healthcare).

2.5 Immunofluorescence, confocal microscopy and enzyme-linked immunosorbent assays

PPI-Fc and PPI proteins were conjugated with Alexa Fluor (AF)680 using a SAIVI Rapid
Antibody/Protein labeling kit (Invitrogen) and orally administered to 1-day-old G9C8.NOD or FcRn™
.B6 mice. Fluorescence (whole body and isolated digestive tract and thymus) was detected using
Photon Imager RT (Biospacelab) at a 690-nm excitation and 700-nm emission wavelengths, with 50—
100 ms exposures. After imaging, organs (digestive tract and thymus) were included in O.C.T.
Compound Orange (TissueTek, Sakura) and frozen at -80°C. Sections (7 um) were air-dried, fixed for
10 min with 4% paraformaldehyde solution and permeabilized with 0.5% Triton X-100 solution. After
blocking with 10% goat serum, sections were stained with the following antibodies: rat anti-EpCAM
(RRID:AB_1089027; 1/750), rabbit anti-Cytokeratin 5 (RRID:AB_10979451; 1/750), hamster anti-
CDl1c (RRID:AB 467115; 1/1,000), and mouse anti-insulin (RRID:AB 260137; 1/1,000). For
secondary detection, sections were incubated with Cy5-labeled goat anti-rat (RRID:AB_2338264) or
anti-rabbit IgG (RRID:AB 2338013), an AF488-labeled goat anti-hamster IgG (RRID:AB_2338997)
or an AF594-labeled goat anti-mouse IgG antibody (RRID:AB 2338883). Images were acquired with
a Leica DMI6000 confocal microscope and analyzed with the Image J software.

At sacrifice, blood was collected from the same mice. Standard curves were obtained by sequential
dilutions of PPI-Fc protein. PPI-Fc was captured on plates coated with an anti-insulin antibody
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(RRID:AB_2126540; 1/600) and detected with a peroxidase-labeled goat anti-human Fc antibody
(RRID:AB_2687484; 1/4,000).

2.6 Protein uptake

Two-day-old G9C8.NOD mice were force-fed with 50 pg of AF647-labeled PPI-Fc (or IgG1) or PPI
(or IgG1 F(ab’)y). Spleen, thymus and lamina propria (LP) were harvested 4, 8 or 24 h later.

2.7 Flow cytometry

Detection of AF647-labeled proteins was analyzed in LP, spleen and thymus preparations using an
antigen-presenting cell (APC) panel (Supplementary Table 1). Thymic EpCAM" cells were analyzed
using a thymic epithelial cell (TEC) panel (Supplementary Table 2).

Spleen, mesenteric (MLNs) and pancreatic lymph nodes (PLNs) were harvested from 4-week-old
G9C8.NOD mice orally treated on day 1 of life with PPI-Fc, PPI, OVA-Fc or PBS. Single-cell
suspensions were surface-stained with anti-mouse antibodies (T-cell panel, Supplementary Table 3),
washed in PBS, fixed/permeabilized with Foxp3 Fix/Perm Buffer (BioLegend) and stained for Foxp3.

Cells were acquired on a 16-color BD LSRII Fortessa and analyzed with FlowJo (v10.6.0).

2.8 Antigen recall assays

Splenocytes were incubated with increasing concentrations of PPIgis23 peptide along with an APC-
coupled anti-CD107a antibody to assess the cytotoxic activity. Brefeldin-A (20 pg/ml) and monensin
(4 uM) were added after 1 h. Cells were further incubated for 5 h before extracellular staining. Cells
were then washed in PBS, fixed/permeabilized with the BD Cytofix/Cytoperm buffer, washed twice in
PBS 0.1% saponin and stained for interferon (IFN)-y and tumor necrosis factor (TNF)-a in PBS/0.1%
saponin. This recall antibody panel is listed in Supplementary Table 4.

2.9 Statistical analysis

All statistical tests were two-tailed and performed using GraphPad Prism 7, as detailed in the legends
of each figure. P values <0.05 were considered significant.

3 Results

3.1 Oral PPI-Fc does not prevent diabetes in PPI TCR-transgenic G9C8.NOD mice

We previously demonstrated that intravenous vaccination of pregnant G9C8.NOD mice with a single
50-pg dose of PPI-Fc protected the offspring from subsequent diabetes development (Culina et al.,
2015). We therefore tested whether a similar protection was afforded by oral PPI-Fc vaccination
directly in newborn mice. To this end, we treated 1-day-old G9C8.NOD mice with a single 50-pg dose
of PPI-Fc as before. We then activated the TCR-transgenic T cells of these mice by prime-boost
immunization with PPIg;s 23 peptide and CpG at 4 and 6 weeks of age to induce diabetes (Wong et al.,
2009;Culina et al., 2015). As controls, equimolar amounts of recombinant OVA-Fc (i.e., irrelevant
protein with preserved FcRn binding), PPI (i.e., cognate antigen with no FcRn binding), or PBS vehicle
were orally administered. This oral PPI-Fc treatment did not prevent nor delayed diabetes onset
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(Figure 1A). Similar results were obtained by force-feeding newborn mice with a three-dose 50-pug
regimen at day 1, 4 and 8 of life (data not shown).

We verified whether, despite lack of protection, PPI-Fc treatment was able to induce tolerogenic T-cell
modifications in the spleen, MLNs and PLNs at 4 weeks of age (i.e. before PPgis23 peptide
immunization). No difference in CD8*, CD4", CD4"Foxp3~ T-cell or CD4"Foxp3" Treg fractions
(Figure 1B-D) or absolute numbers (Supplementary Figure 2) was observed among treatment
groups. Functional analysis of diabetogenic CD8" T cells by in vitro peptide recall showed no
impairment in the upregulation of activation (CD69) and cytotoxicity (CD107a) markers or in the
production of pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IFN-y) (Figure 1E).

Collectively, these results show that neonatal oral PPI-Fc vaccination does not prevent diabetes nor it
modulates T-cell responses in PPI TCR-transgenic G9C8.NOD mice.

3.2 Oral PPI-Fc crosses the gut epithelium in an FcRn-dependent manner and is taken up by
LP DCs and macrophages

Given the absence of any measurable tolerogenic effect, we went on to verify whether orally
administered PPI-Fc was able to cross the intestinal epithelium. We first assessed FcRn expression by
Western blot in gut epithelial cells of PPI TCR-transgenic G9C8.NOD mice at different ages. FcRn
expression was readily detectable at day 1 of life, significantly increased at day 5, 10 and 15, but
completely disappeared at day 20 (Figure 2A). It remained undetectable in the gut of adult (4-13-week-
old) mice, as in 1-day-old FcRn"".B6 control mice.

We then force-fed G9C8.NOD newborns (WT) with fluorescent PPI-Fc and analyzed trans-epithelial
transfer. Ex-vivo gut imaging revealed an intense PPI-Fc signal in both WT and FcRn”".B6 mice 4 h
post-administration, which was maintained over time in WT mice but significantly decreased in FcRn
B6 mice already at 24 h, and was barely detectable at 48 h (Figure 2B). Confocal microscopy
confirmed retention of PPI-Fc signal (counter-stained with an anti-insulin antibody) below the
epithelial layer of the small intestine villi (EpCAM", red; Figure 2C). Interestingly, PPI-Fc co-
localized with the CD11c (green) of APCs, and was observed in WT mice but not in FcRn”".B6 mice.

To better identify the cells responsible for PPI-Fc uptake in newborn mice, we used an antibody panel
defining APC sub-populations (Supplementary Figure 3). We first compared the uptake of PPI-Fc
and Fc-devoid PPI in LP APCs at 4 and 8 h after force feeding (Figure 2D). Two subsets of CD11¢M"
conventional DCs (cDCs) were initially identified, namely CD103" and CD103". F4/80" macrophages
comprised a CX3CR1'CD11b™ subset and a CX3CR17CD11b" subset (CX3CR1" and CX3CRI1~ from
hereon, respectively). Fluorescent PPI-Fc was detected at both time points in CD103" and CD103~
cDCs and, to a larger extent, in macrophages, especially in the CX3CR1~ subset. The PPI-Fc signal
did not increase between 4 and 8 h, and the 4 h time point was retained for further studies. PPI uptake
was instead non-significant in all APC populations.

Additional staining for the signal regulatory protein (SIRP)a marker highlighted that the CD103~ ¢DC
subset can be positively defined by SIRPa expression, and we therefore further refer to this CD103~
subset as SIRPa" ¢DCs (Figure 3A). Moreover, CX3CR1~ macrophages could be subdivided into
SIRPal® and SIRPoM. To characterize the 4-hour protein uptake of these refined APC subsets, we used
fluorescently-labeled IgG1 and its F(ab’), form as a proxy for PPI-Fc and PPI, respectively. We thus
confirmed that the IgG1 uptake by LP CD103" and SIRPa" ¢cDCs was not significantly different
(Figure 2E, left), as observed for PPI-Fc. More importantly, the SIRPo™ subset accounted for the
dominant uptake by CX3CR1~ macrophages (Figure 2E, right). Similar to PPI, no significant uptake
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of F(ab’), was observed. As the 4-h uptake of IgG1l and F(ab’), was similarly distributed when
compared to that of PPI-Fc and PPI, these proteins were subsequently used to phenotype the APC
subsets responsible for the uptake in other organs. Finally, we asked whether this uptake was stable
over a longer 24-h time course (Figure 2F). While there was a trend toward increased uptake in DCs,
the fluorescent signal remained stable and higher in macrophages. In contrast, F(ab’), uptake remained
marginal.

Collectively, these results show that orally administered PPI-Fc crosses the intestinal epithelium in an
Fc-FcRn-dependent fashion. It is subsequently taken up by LP CD11c* APCs, both CD103" and
SIRPa" ¢DCs and macrophages (mostly CX3CR1-SIRPa"), and this uptake is not observed for Fc-
devoid PPIL.

3.3 Oral PPI-Fc reaches the spleen mainly in soluble form and is taken up locally by SIRPa*
¢DCs and macrophages

Having defined that oral PPI-Fc crosses the gut epithelium and is taken up locally by ¢DCs and
macrophages, we asked whether systemic bioavailability was achieved. To this end, the uptake by
splenic APCs was assessed 4 h after gavage. These APCs comprised CD11c" ¢cDCs, which were less
represented than in the LP but could be similarly subdivided into CD103"SIRPa~ (CD103") and
SIRPa*CD103~ (SIRPa") (Figure 3B; see Supplementary Figure 4 for the detailed gating strategy).
Although all F4/80" macrophages were here CD11b*, CX3CR1" and CX3CR1~ subpopulations were
distinguished. The proportion of CX3CR1~ macrophages was higher in the spleen, and could be further
subdivided into SIRPa® and SIRPa™ as in the LP. Contrary to what observed in the LP, IgGl
fluorescence in ¢cDCs was mostly detected in the SIRPo" rather than in the CD103" subset (Figure
4A). Also in the spleen, CX3CR1" and CX3CRI-SIRPa" macrophages accounted for most of the
uptake (Figure 4B), while F(ab’), uptake was negligible in all cases. At 24 h, IgG1 fluorescence
decreased in CD103" ¢DCs, and it drastically declined in SIRPa" ¢cDCs and in CX3CR1" and CX3CR1~
SIRPo™ macrophages (Figure 4C).

Since macrophages are non-migratory APCs and CD103* ¢DCs (which displayed lower uptake than
SIRPa" ¢cDCs and macrophages) are the main subset described as migrating from the gut (Schulz et al.,
2009), these observations suggest that most Fc-coupled proteins may travel from the LP to the spleen
in soluble form to be taken up locally. We therefore verified whether orally administered PPI-Fc could
be detected in the serum of treated mice. Four hours after gavage, serum PPI-Fc was present at a
concentration of 2.2 pg/ml in WT G9C8.NOD mice (Figure 4D). Serum PPI-Fc concentrations in
FcRn™".B6 mice were instead significantly (0.6 pg/ml), but not absent, suggesting that some passive
transfer independent of the FcRn pathway may occur. In line with the kinetics of uptake by non-
migratory splenic APCs, PPI-Fc concentration dropped at 24 and 48 h, indicating that the distant uptake
of soluble PPI-Fc outside the LP is most efficient within the first hours after oral treatment.

Collectively, these results show that orally administered PPI-Fc reaches the spleen mainly in soluble
form and possibly, to a lesser degree, via CD103" ¢DCs migrating from the gut. It is subsequently
taken up locally by SIRPa" ¢cDCs and macrophages.

3.4 Oral PPI-Fc reaches the thymus mainly through ferrying by migratory SIRPa" ¢DCs

We next investigating whether orally administered PPI-Fc can reach the thymus, as shown for the
transplacental route (Culina et al., 2015). In the thymus (Supplementary Figure 5A), CD11c" ¢DCs
can be divided into a SIRPa® and a SIRPaM subset, corresponding to resident and migratory thymic
cDCs, respectively (Donskoy and Goldschneider, 2003;Li et al., 2009;Culina et al., 2015). Fluorescent
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signal was preferentially detected in migratory SIRPa" ¢DCs and was limited to IgG1 (70% AF647-
IgG17 cells vs 10% for F(ab’),) (Figure 5A), suggesting that ferrying by ¢DCs is the predominant,
although not exclusive, mechanism of Fc-protein delivery to the thymus.

We further analyzed the uptake by medullary (m)TECs (CD45"EpCAM*UEA-1") and cortical (c)TECs
(CD45"EpCAM'Ly51") (Supplementary Figure 5B). Their uptake was much more modest yet
detectable, and again limited to IgG1 (Figure 5B). As mTECs and ¢TECs are non-migratory, their
IgG1 uptake suggests that Fc-coupled proteins gain access to the thymus also in soluble form, in line
with the low-level signal detected in resident SIRPa® ¢cDCs.

Finally, we verified by imaging whether such ferrying also takes place with PPI-Fc. Newborn
G9C8.NOD mice analyzed 72 h after gavage displayed fluorescent PPI-Fc but not PPI signal both at
the whole-body level and in isolated thymi (Figure SC). Confocal microscopy on thymic tissue
sections (Figure 5D) confirmed the presence of PPI-Fc fluorescence (white) associated with CD11¢*
APC (green) in WT G9C8.NOD mice, but not in their FcRn”".B6 counterparts.

Collectively, these results show that orally administered Fc-coupled proteins, but not Fc-devoid
proteins, reach the thymus mostly through ferrying by migratory SIRPa" ¢DCs and, to a lesser extent,
in soluble form.

3.5 Oral PPI-Fc partially delays diabetes onset in polyclonal Ins2”".NOD mice

Having defined that oral PPI-Fc crosses the gut epithelium, achieves systemic bioavailability in both
soluble and APC-associated form and reaches the thymus, we reasoned that the lack of diabetes
protection in G9C8.NOD mice may reflect the aggressive nature of this TCR-transgenic model. We
therefore repeated these experiments in Ins2”-NOD mice. This model is informative because it
develops spontaneous diabetes and harbors a natural polyclonal T-cell repertoire. It thus provides a
more physiological setting, in which oral PPI-Fc treatment should impact only the PPI-reactive T-cell
fraction present in the natural repertoire. Moreover, /ns2 knock-out leads to absent PPI expression in
the thymus and lack of thymic deletion of PPI-reactive T cells, thus accelerating diabetes development
(Thebault-Baumont et al., 2003;Faideau et al., 2006). Oral PPI-Fc treatment may thus compensate this
thymic defect and impact the overall autoimmune cascade downstream of PPI. We applied the same
single-dose 50-ug regimen as before in 1-day-old /ns2”-.NOD mice. Also in this case, no diabetes
protection was observed (Figure 6A). To verify whether this was due to suboptimal dosing, we
attempted a more intensive regimen. Based on the kinetics of intestinal FcRn expression (Figure 2A),
repeated 50-pg doses were administered at day 1, 4, 7 and 10 of life, in order to cover the time window
displaying the highest intestinal FcRn expression. Again, no significant protection was obtained, but
diabetes development was delayed by approximately 10 weeks in 33% of PPI-Fc-treated mice
compared to control groups (Figure 6B).

Collectively, these data show that oral PPI-Fc, administered either in a single-dose or multiple-dose
regimen, does not significantly prevent diabetes development in polyclonal /ns2”-NOD mice, albeit a
partial delay is observed with the multiple dose regimen.

4 Discussion

Most T1D preventative vaccination trials employed insulin in its native form, without modifications.
When administered through the oral route (Chaillous et al., 2000;Bonifacio et al., 2015), this
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formulation holds several limitations. First, insulin is rapidly degraded in the acidic gastric
environment under the action of several digestive enzymes, thus requiring the administration of high
doses, e.g. 2.5-67.5 mg in the recent PRE-POINT trial (Bonifacio et al., 2015). The little fraction that
reaches the intestinal tract does not efficiently cross the epithelial barrier, thus resulting in minimal
absorption, estimated at ~1-2% (Bonifacio et al., 2015). Second, the use of insulin rather than its PPI
precursor excludes several epitopes derived from the C peptide and, more importantly, the signal
sequence (James et al., 2020). Our formulation employs an IgG1 Fc fragment, which is fused to PPI
rather than insulin, thus providing a more comprehensive epitope coverage. Of further note, the affinity
of proinsulin and PPI for the insulin receptor is much lower than that of insulin itself (Brezar et al.,
2011), thus minimizing undesirable metabolic side effects upon systemic absorption, e.g.
hypoglycemia. Although some gastric degradation likely takes place also for PPI-Fc, antibodies are
less sensitive to such degradation (Lueangsakulthai et al., 2020), and the Fc moiety may increase PPI-
Fc stability. Indeed, administration of a single 50-pg dose was sufficient to achieve intestinal and
systemic bioavailability. Moreover, the Fc moiety can hijack the FcRn, which is highly expressed by
intestinal epithelial cells, thus allowing PPI-Fc to cross the intestinal barrier. It is also likely that the
Fc moiety may subsequently increase systemic half-life through the buffering effect of endothelial
cells, which also uptake Fc-fused proteins via the FcRn (thus protecting them from degradation) and
slowly release them back into the circulation (thus prolonging their bioavailability) (Ward et al., 2003).
This buffering mechanism provides a rationale for several Fc-fused therapeutics (Czajkowsky et al.,
2012).

Our observations show that the PPI-Fc formulation strategy is efficient in terms of antigen delivery in
newborn mice, since the intestinal transfer is Fc- and FcRn-dependent, while such transfer and
subsequent uptake by APCs is much less efficient for Fc-devoid PPI. Moreover, the expression of FcRn
and other FcRs by APCs can facilitate PPI-Fc uptake by these cells. Indeed, PPI-Fc was mainly taken
up by LP macrophages, which are known to express FcRs, including FcRn, at high levels (Roopenian
and Akilesh, 2007;Guilliams et al., 2014). Moreover, they might be more efficient than DCs to
phagocytose PPI-Fc-loaded intestinal epithelial cells as part of their physiological apoptotic turnover
(Cummings et al., 2016;Blander, 2018;Mowat, 2018). In macrophages, this uptake was high in both
the CX3CRI1" and CX3CRI1" subset. In CX3CR1~ macrophages, uptake was superior in the SIRPaM
than in the SIRPo!° fraction. The functional differences between these two as yet undescribed subsets
are unknown. PPI-Fc was also detected in LP ¢DCs, namely the CD103*SIRPa” and CD103-SIRPa*
subsets. This uptake could be mediated by the FcRs that they also express, while other studies have
shown that CD103" ¢DCs are able to extend their dendrites through the epithelial gut layer to directly
sample luminal antigens (Chieppa et al., 2006;Farache et al., 2013). Transfer of antigens from
macrophages to neighboring DCs through gap junctions may also occur (Mazzini et al., 2014). Albeit
their uptake of Fc-coupled proteins was lower, these cDCs have migratory properties that are absent in
macrophages, and may thus provide a ferrying system for PPI-Fc to reach different organs. Indeed,
70% of thymic SIRPa™ ¢DCs was also loaded with Fc-coupled proteins. This ¢cDC subset is described
as migratory, i.e. reaching the thymus from the periphery, in contrast to SIRPa® ¢DCs that are
described as thymic-resident (Donskoy and Goldschneider, 2003;Li et al., 2009). It is thus likely that
Fc-coupled proteins are ferried to the thymus by these migratory cDCs loaded in the periphery.

Although important, PPI-Fc¢ ferrying by SIRPaM ¢DCs is not the only pathway allowing PPI-F¢ to
move across different body compartments, and several lines of evidence suggest that diffusion in
soluble form is another mechanism at play. Indeed, spleen macrophages displayed the same uptake
profile as in the LP, namely a higher uptake in the CX3CR1" and the CX3CRI1-SIRPa™ subsets
compared to CX3CRI-SIRPa® macrophages, which were virtually negative. Since the current
consensus is that macrophages, including those of the LP, are non-migratory (Pabst and Bernhardt,
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2010), this observation suggests that, following entry into the LP, PPI-Fc also circulates in soluble
form and reaches the spleen, where it is taken up by resident macrophages. It should however be noted
that mice were treated at 5 days of life, at a stage when the immune system is still under development
and different tissues are being colonized by immune cells. The APC populations described herein could
thus correspond to precursors or APCs at early differentiation stages that might still be endowed with
migratory properties. In particular, CX3CRI1 expression can mark the engagement of myeloid
progenitors toward the monocyte/macrophage/DC lineage and is expressed by a common splenic
macrophage/DC precursor (Auffray et al., 2009). A splenic monocyte population expressing CD11b
and CX3CR1 has also been described (Auffray et al., 2009), possibly corresponding to the CX3CR1*
subset described herein, which was also CD11b*. Nonetheless, PPI-Fc was detected in the serum, thus
providing direct evidence for its circulation in soluble form. In line with this interpretation, a sizable
fraction of TECs (both mTECs and cTECs) also took up Fc-coupled proteins, likely mediated by the
FcRn that they express (St-Pierre et al., 2013). Although the transfer of peptide-MHC complexes from
mTECs to DCs is described (Breed et al., 2018), no transfer in the opposite direction has been reported,
arguing for a local uptake in soluble form.

It is during the perinatal period that diabetogenic T cells escape negative selection (He et al., 2013),
thus providing a critical time window for diabetes prevention. We previously demonstrated that a single
intravenous administration of PPI-Fc to pregnant mice protects their progeny from diabetes (Culina et
al., 2015). Despite a promising profile in terms of systemic antigen availability, the oral administration
of this same protein to newborn mice did not achieve the same protection, nor did it modulate T-cell
responses. Although the lack of modulatory effects may be due to transient modifications not persisting
at the time points analyzed, the lack of therapeutic benefit is open to several explanations.

First, it may reflect an issue of timing, dosing or treatment duration. In our materno-fetal transfer
model, the progeny was exposed to PPI-Fc even before birth, and PPI-Fc remained detectable for
longer time, i.e. up to 7 days of life upon administration 2 days before birth (Culina et al., 2015). Serum
PPI-Fc levels were lower (0.75 pg/ml vs. 2.2 pg/ml after oral administration), but remained stable
during the first 48 h, while they rapidly decreased already at 24 h upon oral administration. The
therapeutic and T-cell modulatory effects observed with the transplacental route and missed here could
thus rely on the longer exposure to Fc proteins. Higher doses or repeated administrations may thus be
needed to achieve diabetes prevention through the oral route. Indeed, the early peak and rapid decline
of serum PPI-Fc concentration observed after oral administration may be less suited to induce tolerance
compared with the lower but steadier serum concentration achieved after transplacental transfer.
Alternatively, enteric-coated formulations may reduce degradation during the gastrointestinal transit.
Treatment by Lactococcus lactis strains transgenically modified to release PPI-Fc, alone or in
combination with modulatory cytokines such as IL-10 (Mallone and Culina, 2014), is another attractive
option, as it would obviate the need for PPI-Fc production, minimize gastrointestinal degradation, and
achieve a more tolerogenic effect through prolonged delivery of small antigen amounts (Mallone and
Culina, 2014). Importantly the intestinal expression of FcRn is limited to the first 15 days of life in the
mouse, but persists indefinitely in the human (Israel et al., 1997), thus widening the time window
available for intervention. The availability of mouse strains with a human FcRn transgene under the
control of its natural promoters (Yoshida et al., 2004) will be useful to explore prolonged treatment
regimens, and to more closely mimic the interaction with the human FcRn ultimately targeted for
clinical trials.

Second, the limitations of the G9C8.NOD model should be considered. Diabetes is induced by peptide
immunization, thus resulting in a very aggressive autoimmune disease. Despite spontaneous diabetes
onset, also the Ins2”~NOD model is rather aggressive compared with WT NOD mice, as diabetes
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development is greatly accelerated (between 6 and 18 weeks of age). Although non-significant, a partial
delay was observed after repeated oral PPI-Fc administration in /ns27-.NOD newborn mice, suggesting
that this strategy may be effective in WT NOD mice.

Third, the use of multiple antigens rather than PPI alone may be required to achieve a more
comprehensive tolerogenic effect. This may be obtained by developing polypeptide Fc-fused
constructs incorporating multiple epitopes targeted by autoimmune T cells. Oral combination
treatments with other agents such as vitamin D3 (calcitriol) (Bergot et al., 2020) or low-dose IL-2, e.g.
IL-2-Fc muteins (Khoryati et al., 2020) that could be orally administered to exploit the same FcRn
pathway, may also be considered.

In conclusion, the efficacy of oral PPI-Fc treatment in terms of systemic and thymic antigen delivery
via the intestinal FcRn pathway warrants further investigations to develop antigen formulations and/or
regimens that can translate into diabetes prevention.
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11  Figure Legends

Figure 1. Oral PPI-Fc does not prevent diabetes in TCR-transgenic G9C8.NOD mice. (A)
Diabetes incidence in G9C8.NOD mice force-fed at day 1 with 50 pg PPI-Fc (red) or equimolar
amounts of PPI (blue), OVA-Fc (green) or PBS (black). Diabetes was induced by prime-boost
immunization with Plgis23 peptide and CpG at 4 and 6 weeks of age. (B-E) Proportion of CD8* and
CDA4" T cells out of total TCR" cells (top panels) and of Foxp3~ and Foxp3™ T cells out of total CD4"
T cells (bottom panels) in the spleen (B), PLNs (C) and MLNs (D) of 4-week-old PPI-Fc- or control-
treated G9C8.NOD mice. (E) Splenocytes from 4-week-old PPI-Fc- or control-treated G9C8.NOD
mice were stimulated in vitro with increasing concentrations of Plgjs.23 peptide for 5 h and assessed
for surface CD69 and CD107a expression and production of IFN-y and TNF-a. Results are from 4-5
separate experiments with 7-9 mice/group; bars indicate mean+SEM values.

Figure 2. Oral PPI-Fc crosses the gut epithelium in an FcRn-dependent manner and is taken up
by LP DCs and macrophages. (A) Age-dependent FcRn expression in the gut epithelium. Intestinal
epithelial cells were isolated from the whole digestive tract of 1-day-old to 13-week-old G9C8.NOD
mice and 1-day-old FcRn"".B6 mice and probed for FcRn, and Hsp70 as loading control. (B) One-day-
old wild-type G9C8.NOD (WT) or FcRn"".B6 mice were force-fed with 50 ug of AF680-labeled PPI-
Fc. Ex-vivo imaging of the intestines of WT and FcRn”" mice (n=2/each) 4, 24 or 48 h after PPI-Fc
force-feeding. (C) Confocal images of the same intestines recovered from WT and FcRn”".B6 mice at
24 h (20X and 40X magnifications). Sections were stained for insulin (white), CD11c (green) and
EpCAM (red), with nuclei counterstained with DAPI (blue). (D) Five-day-old G9C8.NOD mice were
force-fed with 50 pg AF647-labeled PPI-Fc (green bars), PPI (grey), or PBS (black). LP cells were
isolated 4 or 8 h after gavage, and protein uptake (AF647 median fluorescence) was analyzed in
CD103* and CD103~ ¢DCs and CX3CRI1*CD11b™ and CX3CR1"CD11b" macrophages (M®). (E)
Five-day-old G9C8.NOD mice were force-fed with 50 ug AF647-labeled IgG1 (green), F(ab’)2 (grey),
or PBS (black). Four hours later, protein uptake was analyzed in the LP for the indicated APC subsets:
CD103" and SIRPa” ¢DCs (left) and CX3XR1*, CX3CRI-SIRPa® and CX3CRI1-SIRPaM
macrophages (M®, right). (F) Comparison of the AF647 median fluorescence at 4 and 24 h in the same
APC subsets. Results in (D-F) are expressed as mean+SEM from 3 mice per group. *P<0.03,
**P<0.007, ***P<0.0002 by 2-way ANOVA.

Figure 3. APC subsets in the neonatal LP and spleen. Cells were gated on live CD45"Lin"B220~
events (see Supplementary Figures 3-4 for details). (A) In the LP, CD11c" ¢DCs (top left panel) are
divided into a CD103" and a SIRPa" subset (top right); F4/80" macrophages are divided into a
CX3CRI*CDI11b™ (indicated as CX3CR1") and a CX3CR1"CD11b" (indicated as CX3CR1") subset
(bottom left). The latter comprises a SIRPa'® and SIRPa™ subpopulation (bottom right). (B) In the
spleen, CD11c" ¢DCs are similarly composed of CD103" and SIRPa® subpopulations. F4/80*
macrophages are all CD11b* and either CX3CR1* or CX3CRI1"~. The latter comprise a SIRPal® and
SIRPa™ subpopulation.

Figure 4. Oral PPI-Fc reaches the spleen mainly in soluble form and is taken up locally by SIRPa*
c¢DCs and macrophages. (A-B) Five-day-old G9C8.NOD mice were force-fed with 50 ng AF647-
labeled IgG1 (green), F(ab’)> (grey), or PBS (black). Four hours later, protein uptake (AF647 median
fluorescence) was analyzed in the spleen for the indicated APC subsets: CD103* and SIRPa* ¢DCs
(A) and CX3XR1", CX3XRI1-SIRPa/® and CX3XR1-SIRPa macrophages (B). (C) Comparison of
the AF647 median fluorescence at 4 and 24 h in the same APC subsets. (D) One-day-old wild-type
G9C8.NOD (WT) or FcRn"".B6 mice were force-fed with 50 pg of PPI-Fc (or PBS in WT mice), serum
was collected after 4, 24 and 48 h and PPI-Fc concentrations measured by enzyme-linked
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immunosorbent assays. Results are expressed as mean+SEM from 3 mice per group (6/group in D).
*P<0.03, **P<0.006, ***P<0.0003 by 2-way ANOVA.

Figure 5. Oral PPI-Fc reaches the thymus mainly through ferrying by migratory SIRPa" ¢DCs.
(A-B) Five-day-old G9C8.NOD mice were force-fed with 50 pg AF647-labeled IgG1 (green), F(ab’).
(grey), or PBS (black). Thymi from 3 mice/group were pooled and cells were magnetically enriched
for CD11c¢" DCs (A) and EpCAM" TECs (B) before flow cytometry (see Supplementary Figure 5 for
details). Protein uptake (AF647 median fluorescence and percentage of AF647" cells) was analyzed in
the indicated DC and TEC subsets. (C) Ex-vivo imaging of the whole body (top) and thymus (bottom)
of 1-day-old G9C8.NOD mice 72 h after oral administration of 50 ng AF680-labeled PPI-Fc or PPI
(day 4 of life). (D) Confocal images of thymic sections recovered from WT G9C8 NOD and FcRn™
.B6 mice 24 h after oral administration of fluorescent PPI-Fc. Sections were stained for insulin (white),
CDl1c (green) and cytokeratin 5 (CKS5, red), with nuclei counterstained with DAPI (blue).

Figure 6. Oral PPI-Fc partially delays diabetes onset in polyclonal Ins2”".NOD mice. Diabetes
incidence in Ins27-NOD mice after oral administration of 50 ug PPI-F¢ (red) or equimolar amounts of
PPI (blue), OVA-Fc (green), IgG1 (purple) or PBS (black) at day 1 (A) or day 1, 4, 7 and 10 of life

(B).
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Supplementary Material
1 Supplementary Methods

1.1 Tissue preparation for SDS-PAGE and Western blot

The digestive tract (from duodenum to rectum, excluding cecum) was dissected from G9C8.NOD mice
of different ages and from 1-day-old FcRn”".B6 mice. After removal of adipose tissue and Peyer’s
patches, tissues were washed with cold PBS, minced and transferred into complete RPMI,
supplemented with 10% FBS, 2 mM L-Glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 1X non-essential amino-
acids and antibiotics (100 U/ml penicillin, 100 png/ml streptomycin, 25 pg/ml enrofloxacin, 100 U/ml
polymyxin B; PSEP mix). Tissue was cut into 1.5 cm pieces and agitated at 200 rpm at 37°C for the
following incubation steps:

- 20 ml HBSS-DTT (HBSS, 5mM DTT, 2% FBS, PSEP) for 20 min;

- 30 ml HBSS-EDTA (HBSS, 5 mM EDTA, 2% FBS, PSEP), thrice for 15 min.

The supernatants containing intestinal epithelial cells were pooled and centrifuged at 600g for 5 min.

1.2 Tissue preparation for cell isolation and flow cytometry

For intestinal LP preparations, the digestive tract was processed as above. Following the last HBSS-
EDTA washing step, the remaining tissue was incubated in 10 ml HBSS-HEPES (HBSS, 10 mM
HEPES, PSEP) for 10 min. Pieces were then transferred into a Petri dish filled with 10 ml HBSS-
HEPES, minced, transferred into a 15-ml tube containing 7 ml of a digestion solution (HBSS, 10 mM
HEPES, PSEP, 0.2 Wiinsch Units/ml Liberase, 200 Kunitz Units/ml DNase) and incubated at 37°C for
30 min under agitation. The reaction was stopped by adding 5 ml of complete RPMI and tissue pieces
were passed through a 70-pm strainer. After centrifugation at 600g for 5 min and two washes in 15 ml
HBSS supplemented with 2% FBS, cell pellets were resuspended in PBS and stained.

Spleen, mesenteric (MLN) and pancreatic lymph node (PLN) cells were filtered through a 40-um
strainer, centrifuged at 600g for 10 min. Splenocytes were resuspended in 1 ml hemolytic buffer for 3
min on ice. After washing in complete RPMI, cells were filtered again and kept on ice for subsequent
analysis.

Thymi were cut into small pieces in RPMI supplemented with 10 mM HEPES and incubated thrice at
room temperature for 15 min under agitation (200 rpm). Thymocyte-containing supernatants were
discarded. The pellet was laid onto a 70-pum cell strainer placed in a well of a 6-well plate, and incubated
with 2 ml of RPMI/HEPES containing collagenase IV (22 U/ml; Serlabo) for 15 min at 37°C under
agitation. The supernatant was collected and the remaining tissue was further incubated thrice for 15
min at 37°C under agitation in 2 ml of RPMI/HEPES containing 22 U/ml collagenase IV, 0.6 U/ml
neutral protease (Serlabo) and 50 Kunitz/mL DNAse I (Sigma). Supernatants from these digestion
steps were pooled and incubated with anti-CD11c¢ magnetic beads (Miltenyi Biotec) for DC isolation.
The CD11c™ fraction was then incubated with anti-EpCAM magnetic beads (Miltenyi #130-105-958)
to isolate thymic epithelial cells.
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2 Supplementary Tables

Supplementary Material

Marker Fluorochrome Clone Manufacturer Dilution

Live/DEAD Aqua / Invitrogen 1/1,000
NK1.1 BVs510 PK136 BD Biosciences 1/100
CD3 BVs510 145-2C11 | BD Biosciences 1/100
CD45 BV786 30-F11 BD Biosciences 1/200
F4/80 BV711 BMS BioLegend 1/50
B220 PE-Cy7 RA3-6B2 = BD Biosciences 1/150
SiglecF AF488 IRNM44N eBioscience 1/50
CDl11c BV605 N418 BioLegend 1/50
CD11b BV650 M1/70 BD Biosciences 1/150
CX3CR1 PE S5A011F11 BioLegend 1/200
CD103 PE-CF594 M290 BD Biosciences 1/200
SIRPa PerCP-eFluor710 P84 eBioscience 1/50
PDCA-1 Pacific Blue 927 BioLegend 1/200

Supplementary Table 1. APC antibody panel.

Marker Fluorochrome Clone Manufacturer Dilution

Live/DEAD Aqua / Invitrogen 1/1,000
NK1.1 BVs510 PK136 BD Biosciences 1/100
CD3 BVs510 145-2C11 = BD Biosciences 1/100
CD45 BV786 30-F11 BD Biosciences 1/200
EpCAM APC-Cy7 G8.8 BioLegend 1/50
UEA-1 FITC / Vector Labs 1/25
Ly51 PE 6C3 BioLegend 1/100

Supplementary Table 2. TEC antibody panel.
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Marker Fluorochrome Clone Manufacturer = Dilution
Live/DEAD Aqua / Invitrogen 1/1,000
TCR VB6 PerCP-eFluor710 | 145-2C11 eBioscience 1/100

CD4 BV711 RM4-5 BD Biosciences 1/200

CD8 AF700 53-6.7 BD Biosciences 1/150

CCR9 PE-Cy7 CW-1.2 BioLegend 1/200

LPAM-1 PE-CF594 DATK32 | BD Biosciences 1/100

CDh44 BV786 M7 BD Biosciences 1/200

CD62L BV605 MEL-14 BD Biosciences 1/200

NRP1 APC 3E12 BioLegend 1/50

Foxp3 PE FJK-16s eBioscience 1/50

Supplementary Table 3. T-cell antibody panel.

Marker Fluorochrome Clone Manufacturer | Dilution
CD107a APC 1D4B BioLegend 1/400
Live/DEAD Aqua / Invitrogen 1/1,000
TCR VB6 PerCP-eFluor710 | 145-2Cl11 eBioscience 1/100

CD8 BV711 53-6.7 BD Biosciences 1/150
CDh4 BVv421 GKI1.5 BD Biosciences 1/200
CD69 PE-Cy7 CW-1.2 BioLegend 1/200
IFN-y PE XMG1.2 | BD Biosciences 1/50
TNF-a FITC MP6-XT22 | BD Biosciences 1/50

Supplementary Table 4. Recall antibody panel.
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3 Supplementary Figures

A B

Protein cDNA sequence Amino acid sequence
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CD25

Supplementary Figure 1. OVA-Fc construct and validation of the Ova-Fc recombinant protein.
(A) cDNA and amino-acid sequence of the OVA-Fc construct. An EGT insect cell secretion signal
sequence was added at the 5°/N-terminal end. The construct was inserted into the pFastBacl
Baculovirus plasmid between BamHI and HindlII restriction sites. (B) In vitro validation of OVA-Fc
fusion protein. Bone marrow—derived DCs prepared from naive G9C8 mice were pulsed or not with
13 uM OVA-Fc or OVAxs7.264 (SIINFEKL) peptide, and then matured with lipopolysaccharide prior
to culture with CFSE-labeled OT-I cells for 5 days. CFSE profiles (top panels) and CD69/CD25
expression (bottom panels) are shown after gating on CD8" T cells.
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Supplementary Figure 2. Absolute numbers of CD8" and CD4" T cells in PPI-Fc-treated
GI9C8.NOD mice. Absolute counts of CD8" and CD4" T cells (first and second row) and of
CD4 Foxp3~ and CD4"Foxp3™ T cells (third and fourth row) in the spleen (left), PLNs (middle) and
MLNSs (right) of 4-week-old PPI-Fc- and control-treated G9C8.NOD mice. These mice are the same
as those depicted in Figure 1B-D.
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Supplementary Figure 3. Identification of intestinal LP APC subsets and fluorescent protein
uptake by flow cytometry. Red numbers indicate sequential gates. After a first selection based on
FSC/SSC morphology (1), CD45"Lin~ (CD3/NK1.17) (2) and B220~ cells (3) were gated. DCs were
defined as CD11c" (4), and subdivided into CD103*SIRPo~ (6) and SIRPa"*CD103~ (7). Macrophages
(M®) were selected by gating on F4/80" cells (5) and subdivided into CX3CRI1*CD11b~ (8) and
CXCRI17CDI11b" (9). CX3CRI*CD11b™ macrophages were all SIRPa" (10), while the CX3CRI1~
CD11b" subset was further subdivided into SIRPa! (11) and SIRPa® (12). The AF647-labeled protein
uptake by each APC population is depicted in histograms.
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Supplementary Figure 4. Identification of splenic APC subsets and fluorescent protein uptake
by flow cytometry. Red numbers indicate sequential gates. After a first selection based on FSC/SSC
morphology (1), CD45"Lin~ (CD3/NK1.1) (2) and B220~ cells (3) were gated. DCs were defined as
CD11c" (4), and subdivided into CD103"SIRPa (6) and SIRPo.*CD103~ (7). Macrophages (M®) were
selected by gating on F4/80" cells (5) and subdivided into CX3CR1*CD11b* (8) and CXCR1CDI11b*
(9). CX3CR1'CD11b" macrophages were all SIRPa” (10), while the CXCR1"CDI11b" subset was
further subdivided into SIRPa™ (11) and SIRPa® (12). The AF647-labeled protein uptake by each
APC population is depicted in histograms.
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Supplementary Figure 5. Identification of thymic DC and epithelial cell subsets and fluorescent
protein uptake by flow cytometry. Red numbers indicate sequential gates. (A) Thymic DCs. After a
first selection based on FSC/SSC morphology (1), live CD45°CDI11¢" DCs (2) were gated and
subdivided into SIRPa'° (3) and SIRPa™ (4). The AF647-1abeled protein uptake by each DC population
is depicted in histograms. (B) Thymic epithelial cells. After a first selection based on FSC/SSC
morphology (1), live CD45" cells (2) were gated and subdivided into mTECs (EpCAM UEA-17, 3)
and cTECs (EpCAM'Ly517, 4). The AF647-labeled protein uptake by each DC population is depicted
in histograms.
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Mon projet de these présente une nouvelle stratégie thérapeutique du DT1,
spécifique de l’antigene, non invasive et applicable chez une population
pédiatrique, ayant pour objectif d’intervenir avant méme le déclenchement de
I’auto-immunité anti-cellule f. Nos travaux sont en ligne avec les efforts actuels
de recherche de nouvelles immunothérapies pour le DT1, qui ne visent plus a
intervenir pendant la phase clinique (symptomatique) de la maladie, mais bien en
amont, pendant la phase asymptomatique et méme avant ’apparition de 1’auto-
immunité, afin de prévenir les mécanismes auto-immuns plutdét que leurs
conséquences métaboliques (6).

En effets, les essais cliniques évaluant diverses stratégies d’immuno-
intervention chez les patients diabétiques de type 1 ont pour I'instant démontré,
au mieux, une préservation transitoire des cellules B pancréatiques et de leurs
capacités insulino-sécrétrices (cf. Tableau 1, pages 28-29). En aucun cas une
guérison n’a été obtenue, méme chez des patients présentant un DT1 de
découverte tres récente (quelques semaines). Une des raisons de ces échecs est
une intervention trop tardive par rapport au développement du processus auto-
immun. En effet, c’est bien avant les symptomes cliniques d’hyperglycémie,
révélateurs des dysfonctionnements métaboliques, que la maladie s’installe. Les
travaux de recherche actuels s’orientent donc vers la mise en place de stratégies
de prévention précoce du DT1, visant a juguler la cascade auto-immune et éviter
la destruction trop massive de cellules B et le déclenchement de la maladie (6).

Agir pendant la phase asymptomatique du DT1 représente un challenge
médical et éthique puisqu’il s’agit de traiter en majorité des enfants et
adolescents cliniquement non malades. Ceci est renforcé par le fait que les
premiers signes détectables de l'auto-immunité que sont les auto-anticorps
dirigés contre des antigenes de la cellule p apparaissent des le plus jeune age,
souvent entre 1 et 3 ans (65, 415). La présence de ces auto-anticorps marque un
processus pathologique déja engagé. Ainsi, dans I’objectif d’intervenir en amont
de la réponse auto-immune, les patients candidats a de telles thérapies
préventives seraient de trés jeunes enfants. Ces considérations imposent le
développement d’approches thérapeutiques non invasives possédant un excellent
profil de sécurité.

Dans ce contexte, I’administration orale d’antigene représente une stratégie
de choix dont I'efficacité a été testée, en utilisant de I'insuline, dans plusieurs
essais de prévention secondaire (chez des patients positifs pour les auto-

anticorps) et dans une étude de prévention primaire (PREPOINT, patients
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possédant les génes HLA de prédisposition mais négatifs pour les auto-anticorps)
(cf. Tableau 4, page 74). A ce jour, aucune protection du DT1 n’a été rapporté car
il s’agit d’'un essai de phase I sur un petit nombre de participants visant a évaluer
le profil de sécurité de l'intervention et a identifier d’éventuels biomarqueurs
compatibles avec l'induction d’une tolérance. L’étude PREPOINT a pu ainsi
démontrer la faisabilité d’une telle approche et produit des résultats rassurants
en termes d’absence d’effets non désirables et d’induction de Tregs spécifiques
de l'insuline (379). Ces résultats encouragent la poursuite des thérapies de
prévention primaire et soulignent la nécessité d’optimiser le protocole
thérapeutique.

Mon projet de thése s’inscrit dans ce cadre de travail en proposant une
nouvelle approche basée sur ’administration orale d’'une version modifiée de la
préproinsuline a un stade tres précoce pour prévenir le DT1. En fusionnant la PPI
au fragment Fc des IgG1, notre objectif était d’exploiter la voie physiologique du
FcRn pour permettre, apres administration orale, un transfert facilité a travers la
barriere épithéliale intestinale et une distribution systémique de notre auto-
antigene, y compris dans le thymus. Ainsi, notre postulat était que cette stratégie
d’introduction forcée de PPI appliquée au stade néonatal pouvait potentiellement
améliorer les mécanismes de tolérance centrale, mais aussi périphérique en
agissant sur la tolérance intestinale locale, mécanisme cible dans un grand
nombre d’études dans 'allergie ou dans d’autres maladies auto-immunes (351).
De cette facon, en promouvant la délétion de clones auto-réactifs et/ou la
génération de Tregs, nous pourrions parvenir a prévenir ’apparition de 1’auto-
immunité anti-cellule B et le développement du DT1.

Nos résultats dans différents modeles expérimentaux constituent une
preuve de concept que notre stratégie de formulation est pertinente car,
contrairement a la PPI seule, notre protéine de fusion PPI-Fc est retrouvée dans
les différents organes lymphoides, jusque dans le thymus. Nos données montrent
un transfert plus efficace a travers la barriere intestinale, dépendant de
I'interaction Fc-FcRn, et une meilleure prise en charge de la PPI-Fc par différents
types d’APCs - macrophages et cellules dendritiques. Ces dernieres, notamment
celles exprimant SIRPa et douées de capacités migratoires, pourraient étre
impliquées dans la bio-distribution de PPI-Fc jusqu’au thymus. Bien que nous
ayons récolté plusieurs arguments indirects en faveur de cette hypotheése, ce
point reste a confirmer de maniere plus directe. Le mécanisme de migration reste

également a déchiffrer. Dans I’étude précédente utilisant la voie transplacentaire,
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la molécule d’adhésion VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1), par son
interaction avec l'intégrine VLA-4 (Very Late Antigen-4), était primordiale pour
I’efficacité thérapeutique de la PPI-Fc. En effet, I'injection d’un anticorps bloquant
anti-VCAM-1 chez la souris gestante avant ’administration intraveineuse de PPI-
Fc leve la protection de la descendance vis-a-vis du DT1 (411). La voie VCAM-
1/VLA-4 étant impliquée dans la migration des DCs SIRPa* de la circulation vers
le thymus (416), une premiére série d’expériences a été réalisée pour évaluer
I'impact du blocage de VCAM-1 sur la bio-distribution dans le thymus et la prise
en charge de la PPI-Fc donnée par voie orale. Cependant, les résultats n’ont pas
été concluants et ces expériences demandent a étre répétées. En effet, il est
apparu difficile de distinguer 1’effet lié a 'inhibition de VCAM-1 par rapport a
I’effet de compétition de I’anticorps contréle utilisé, sur la prise en charge de la
PPI-Fc par les APCs via les récepteurs Fc. Par ailleurs, d’autres mécanismes de
migration vers différents organes pourraient étre investiguer. Par exemple, le
récepteur aux chimiokines CCR7 joue un réle critique dans la migration des DCs
de la LP vers les MLN (333, 417). Nous avons d’ailleurs initié une analyse des APCs
présentes dans les MLN des souris nouveau-nées gavées avec PPI-Fc mais le
nombre de cellules récupérées était trop faible pour identifier clairement les sous-
populations de DCs ou de macrophages exprimant notre protéine de fusion, et
potentiellement dérivées de la LP. Ce point reste donc a préciser. Enfin, 1'étude
des pDCs pourraient étre informative. En effet, ces derniéres sont également
capables de migrer jusqu’au thymus par un mécanisme dépendant de CCR9 etd’y
apporter des antigénes circulants (153). De facon intéressante, c’est par la méme
voie que les pDCs peuvent migrer vers l'intestin (154). On pourrait alors spéculer
que les pDCs pourraient apporter au thymus des antigenes captés dans le GALT.
Si nous avons retrouvé des pDCs contenant notre protéine dans le thymus
(données non montrées), cette population était absente de la LP.

En revanche notre mode de traitement oral au stade néonatal n’est pas
suffisant pour induire une protection significative vis-a-vis du diabeéete chez la
souris transgénique NOD.G9C8. Méme s’il n’est pas exclu que notre traitement ait
eu un impact sur les populations immunitaires juste aprés le gavage, son effet
n’est pas durable et aucune modification des populations T n’est notée a 4
semaines. Si dans le modele transplacentaire, une diminution de la capacité
cytotoxique des LT CD8+ et une augmentation de la fréquence de Tregs avaient
été observées dans la rate, aucune différence n’a été mise en évidence apres

traitement oral. Cependant, une analyse des populations T de la LP serait
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intéressante a réaliser, en particulier parce que les mécanismes de tolérance
intestinale permettent la génération de Tregs producteurs de cytokines
régulatrices telles que I'IL-10 et le TGF-B (cf Introduction partie 11.3.1).

Ces observations ont néanmoins été décevantes aux vues des résultats
préliminaires encourageants que j’avais obtenus durant mon Master 2. En effet, le
traitement au jour 1 de vie de notre modele transgénique G9C8.NOD induisait,
chez un nombre de souris non négligeable, une nette protection des animaux
traités par la PPI-Fc par rapport aux contrdles (PPI et PBS) (Figure additionnelle
1). Malheureusement, ces résultats n’ont pas pu étre reproduits. En plus des
limitations liées a l'utilisation d’'un modele transgénique (diabete inductible,
agressivité de la maladie...), d’autres éléments pourraient étre liés a cet échec de
reproductibilité, en particulier, les différences de conditions sanitaires liées a un
changement d’animalerie - ayant d’ailleurs mené a une redérivation de nos lignées
et donc le renouvellement de notre colonie - ou l'utilisation de protéines et de

CpG provenant de sources de production différentes.

— PPL-Fc (n=27)
— PPI(n=26)
— 1gG1 (n=21)
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Figure Additionnelle 1. Résultats préliminaires de l'incidence de diabéte chez la souris
NOD.G9C8 traitée par PPI-Fc orale. Des souris nouveau-nées de 1 jour ont été traités par voie
orale avec 50ug de PPI-Fc (rouge) ou des quantités équimolaires des protéines controles PPI

(bleu) ou IgGl (noir). Le diabete est induit par immunisation avec le peptide PIB15-23
accompagné de CpG a 4 et 6 semaines d’age.

Pour toutes ces raisons, nous avons également testé notre thérapie PPI-Fc
orale chez des souris Ins2”.NOD, un modele de DT1 spontané et polyclonal. Méme
si la encore aucune protection significative n’a été observée apres traitement de

la souris nouveau-née, il est intéressant de noter qu’aucun effet secondaire
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indésirable n’est survenu, et notamment pas d’accélération du développement du
diabete. De plus, ’administration de 4 doses de PPI-Fc, mais non PPI, montre une
amélioration par rapport a la dose unique. En effet, a 'issue de ce traitement
répété, 4 souris sur 12 ont présenté un diabete nettement décalé ou méme absent
a 30 semaines d’age, suggérant que notre PPI-Fc orale induit un certain effet
thérapeutique. Etant donné la rapidité, la sévérité et la synchronisation du diabéte
dans ce modele, une « protection » chez 33% des souris traitées est assez
encourageante. Ainsi, ces observations suggerent qu'une optimisation de nos
modalités de traitement pourrait permettre d’induire une protection significative.

En effet, il faut rappeler que le DT1 est une maladie dans laquelle grand
nombre d’auto-antigenes est impliqué. La liste continue a s’allonger et beaucoup
d’équipes, dont la nétre, travaillent sur la découverte de nouveaux épitopes
potentiellement reconnus par des lymphocytes T auto-réactifs. Dans ce contexte,
j’ai contribué a une étude du laboratoire visant a mettre en évidence de nouveaux
antigenes impliqués dans le DT1, en analysant les peptides présentés par la
cellule B exposée ou non a des cytokines pro-inflammatoires (Gonzalez-Duque et
al, Cell Metab 2018, en annexe). Ce travail a montré qu'une grande partie des
épitopes présentés a la surface de la cellule B via les molécules du HLA de classe
I (HLA-A2 et A3), était issue de protéines des granules d’insuline et était reconnue
par des LT circulants chez I’homme. De nouveaux antigénes ont été identifiés,
notamment la sécrétogranine (SCG)-5, 'urocortine (UCN)-3 et la proconvertase
(PCSK)-2. Le laboratoire a récemment démontré que des LT CD8+, reconnaissant
des épitopes orthologues murins de ces 3 antigenes, étaient retrouvés dans
I'infiltrat des ilots pancréatiques de la souris NOD prédiabétique et pouvaient
transférer le DT1 chez des receveurs NOD.scid, démontrant ainsi leur
pathogénicité (Azoury et al., Diabetes 2020, sous presse). Notre traitement ne
ciblant qu’un seul de ces auto-antigenes, il est possible que son inefficacité
thérapeutique dans la souris Ins2”.NOD possédant un répertoire T polyclonal, soit
due a son manque d’action sur différents clones ciblant d’autres auto-antigenes
que la PPI. Couvrir un plus grand nombre de spécificités pourrait par conséquent
élargir la réponse tolérogene. C’est dans cet optique que nous avons développé
un polypeptide (PoPe) composé de plusieurs épitopes connus du DT1, que nous
avons lié au Fc (PoPe-Fc). Il est composé d’épitopes immuno-dominants reconnus
par les LT CD4+ (BDC2.5 et BDC6.9) ou CD8+ (IGRP,.,:4) auto-réactifs (418-420),
permettant ainsi de cibler ces populations lymphocytaires qui agissent de concert

pour induire le DT1 (Figure Additionnelle 2). J’ai d’ailleurs validé ce polypeptide
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en le testant pour l'activation de LT spécifiques a ces épitopes. Nous travaillons
actuellement sur la production du PoPe-Fc, en collaboration avec I’équipe de

Sébastien Lacroix-Desmazes au Centre de Recherche des Cordeliers a Paris.

LOTLALWSRMDLQTLALNAARDPVY LKTNVEFLGGGGRS—

L] v
BDC2.5 BDC6.9 IGRP 206-214 Linker
(PPI+ChgA) (PPI+IAPP)

Figure Additionnelle 2. Séquence peptidique de PoPe-Fc. Le polypeptide PoPe est composé de I’épitope
CD4+ BDC2.5 formé par la fusion entre les fragments de peptides issus de PPI et de la chromogranine A
(ChgA), de I’épitope CD4+ BDC6.9 correspondant a la fusion de peptides issus de PPI et IAPP, et de I’épitope
CD8+ IGRP206-214-

De plus, dans 'optique d’induire une efficacité thérapeutique plus durable,
une solution serait de traiter de facon répétée et sur une plus longue période.
C’est la stratégie utilisée par la majorité des essais cliniques spécifiques de
I’antigene dans le DT1 pour induire une tolérance sur le long terme (cf
Introduction partie III.1.2). Si I'idéal aurait effectivement été de traiter nos
animaux tous les jours, il est difficile d’appliquer un tel protocole a des souris
nouveau-nées. En effet, la procédure de gavage remplit de maniére non
négligeable I'estomac de ces petits qui, par la suite, ne se nourrissent plus
pendant plusieurs heures. Un traitement quotidien n’était donc pas envisageable.
Par ailleurs, notre traitement dépend de l’expression du FcRn car c’est grace a
cette voie que notre protéine de fusion Fc peut traverser la barriere intestinale.
Cet élément nous empéche donc de traiter au-dela de la période néonatale car le
FcRn n’est exprimé chez la souris que pendant les 15 premiers jours de vie sur
les entérocytes ((399); et nos données présentées dans I’article). Ce n’est toutefois
pas le cas chez ’homme, avec une expression du FcRn tout au long de la vie (400).
Ainsi, pour élargir la fenétre thérapeutique, nous mettons actuellement nos
efforts dans le développement, par la méthode CRISPR-Cas9, d’'un modele de
souris NODinvalidé pour I’expression du FcRn murin et transgénique pour le FcRn
humain sous le controle de ses promoteurs naturels (NOD.mFCGRT”.hFCGRT). Des
tests d’injection d’embryons sont actuellement en cours sur la Plateforme de
Recombinaison Homologue, Transfert d’Embryons et Cryoconservation de
I'Institut Cochin.

Ces nouveaux outils et modeles en main, ’objectif sera de reprendre les

expériences in vivo d’administration orale de PPI-Fc et de PoPe-Fc chez les souris

123



Ins2”.NOD, NOD sauvages et NOD.mFCGRT”.hFCGRT. Nous espérons ainsi pouvoir
déterminer le protocole optimal et les meilleures conditions de traitement pour
induire des effets tolérogénes durables sur nos populations de cellules
immunitaires, menant a une protection significative de nos animaux. En
particulier, l'utilisation de tétraméres de CMH de classe I ou Il portant des
peptides d’intérét permettra de suivre I’'impact de nos protéines de fusion sur les
LT, et mettre en évidence par exemple une meilleure délétion des clones auto-
réactifs dans le thymus, une diminution de leur fonction effectrice, une
augmentation des tTregs et/ou une induction de pTregs dans l’'intestin. Les
tétrameres nécessaires pour ces études sont déja disponibles au laboratoire et j’ai
pu valider leur spécificité de marquage en utilisant des splénocytes issus de
souris transgéniques pour les TCR reconnaissant les épitopes d’intérét. Il s’agit
des épitopes CD4* [-A¥-restreints BDC2.5 et BDC6.9 ; et CD8+ K% restreint PIB;;.,; et
IGRP2gg.214-

Enfin, si notre protéine a initialement été développée dans le contexte du
DT1, elle pourrait également étre utilisée pour une autre pathologie, 1’allergie a
I'insuline. Cette complication rare (prévalence estimée a 2%) du diabéte insulino-
traité (de type 1 ou de type 2) survient a la suite de I'’exposition chronique a
I'insuline due aux injections répétées ((421, 422); Sola-Gazagnes et al, deux
articles en préparation issus de ’expérience clinique du Service de Diabétologie
de I'Hopital Cochin, qui est le centre de référence francais pour l’allergie a
I'insuline). Les réactions allergiques (urticaire, éruption cutanée, angio-cedéme, et
réactions anaphylactiques dans les cas extrémes) sont induites par des IgE
dirigées contre l'insuline exogene. Les traitements actuels visent a réduire la
réaction allergique (anti-histaminiques, corticoides), a changer I'insuline utilisée
vers une formulation moins allergene ou, dans environ 50% de cas, a passer a un
traitement par pompe a insuline, qui est aussi moins allergene. La PPI-Fc orale
pourrait étre une bonne stratégie pour rétablir la tolérance chez ces patients,
offrant ainsi un traitement curatif efficace. Dans un modele d’allergie a ’OVA, une
étude a d’ailleurs démontré I'efficacité de complexes immuns Ab-Ag donnés par
voie orale pour I'induction de tolérance et la prévention de ’allergie (407), nous
encourageant dans ce sens. Pour évaluer l'efficacité de la PPI-Fc dans un tel
contexte, nous développons un modele d’allergie a I'insuline chez des souris B6
transgéniques pour le FcRn humain. Si les résultats dans ce modéle murin

s’avéraient concluants, l'efficacité thérapeutique de la PPI-Fc pourrait étre évaluée
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plus facilement avec des essais cliniques chez des adultes atteints d’allergie a
I'insuline, avec un suivi clinique relativement court (environ 6 mois), des couts
réduits et des exigences réglementaires moindres par rapport aux essais de
prévention dans le DT1. En effet, il est a noter que la mise en place d’un essai
clinique de prévention du DT1 chez I’homme est un challenge important
notamment a cause du colt élevé da au suivi tres long des patients (plusieurs
années). Surtout, le DT1 est une maladie pédiatrique qui se déclenche de plus en
plus t6t, avec un nombre croissant d’enfants diabétiques avant 1’age de 5 ans (423,
424). Les essais de prévention doivent donc étre réalisés chez des enfants, qui ne
développeront pas forcément la maladie a terme, ce qui implique que le profil de
sécurité de ces essais doit étre irréprochable. Une validation préalable de la
sécurité de notre protéine dans un contexte pathologique différent pourrait donc
permettre une mise sur le marché avec une indication pour le traitement de
I’allergie a I'insuline ; puis permettre la reconversion (repurposing) de ce produit
pour la prévention du DT1. Dans ce sens, des échanges sont en cours avec Akston

Biosciences (www.akstonbio.com). Cette biotech a développé une protéine

insuline-IgG1 (AKS-107) dans laquelle les sites de liaison de I’antigene d’une IgG1
humaine ont été remplacé par la séquence de 'insuline, rendue métaboliquement
inactive par mutagénese ciblée tout en conservant son activité antigénique.
L’utilisation envisagée de cette protéine est pour l'instant restreinte a une
administration par voie intraveineuse. Les objectifs de cette collaboration sont
donc de tester I’administration orale de leur protéine de fusion dans nos modéles
de DT1 d’une part, et d’allergie a I'insuline d’autre part. Si les résultats de
prévention s’averent concluants, il s’agira ensuite de lancer un essai clinique pour
le traitement de I’allergie a I'insuline avec leur produit (déja disponible au format

GMP) en premiere intention.

En conclusion, les résultats encore partiels obtenus a ce jour ouvrent
plusieurs perspectives d’utilisation de nos antigénes-Fc pour atteindre des effets
thérapeutiques satisfaisants, pour la prévention du DT1 comme pour le
traitement de 1’allergie a l’insuline, tout en assurant un profil de sécurité
convenable, n’induisant pas d’effets secondaires indésirables et facilement
applicable chez une population pédiatrique. Plusieurs voies de développement et
d’optimisation de notre stratégie sont d’ores et déja en cours de réalisation, a la
fois dans le contexte de la recherche académique mais aussi dans le cadre de la
nouvelle collaboration industrielle avec Akston.
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Résumeé.

Le but de cette étude était d’identifier de nouveaux épitopes présentés par
les cellules B et potentiellement impliqués dans le développement des réponses T
auto-immunes et du DT1. Il s’agissait de mieux caractériser « I'image » que la
cellule B donne d’elle-méme au systéme immunitaire, avec I'idée qu’elle n’est pas
simplement une cible passive mais participe a sa propre destruction. Pour cela,
des lignées cellulaires de cellules B humaines ont été cultivées en conditions
basales ou inflammatoires (IFN-y seul ou en combinaison avec TNF-« et IL-1B) et
leurs complexes CMH/peptide ont été isolés. Par des méthodes de HILA-
peptidomique (spectrométrie de masse) et de transcriptomique, différents
épitopes ont été mis en évidence, provenant soit d’antigenes déja décrits (par
exemple I'insuline), ou de nouveaux antigenes tels que la sécrétogranine (SCG)-5,
I'urocortine (UCN)-3 et la proconvertase (PCSK)-2. Une grande partie de ces
peptides sont issus de protéines présentes dans les granules d’insuline. Ils sont
reconnus par des LT CD8+ de patients diabétiques ou d’individus sains, présents
dans le sang a des fréquences similaires. En revanche, ils ne sont détectés que
dans le pancréas des patients DT1. Ces observations sur les nouveaux antigenes
identifiés rejoignent celles précédemment publié par le laboratoire en utilisant
des antigenes déja connus (Culina et al, Sci Immunol 2018), montrant I’existence
d’une auto-immunité bénigne universelle dans le sang de tous les individus et une
séquestration de la fraction des LT engagés dans le processus auto-immun au
niveau du pancréas, sélectivement chez les patients DT1. Au cours de cette étude,
j’ai vérifié I'expression du HLA-A2 a la surface des cellules B, cultivées dans
différentes conditions inflammatoires, par Western Blot et cytométrie de flux.
L’exposition aux cytokines pro-inflammatoires induisait une augmentation
massive de cette expression qui n’était pas si appréciable en cytométrie mais bien
plus évident par Western blot. Cette hausse d’expression de ’HLA de classe I en
condition inflammatoire est bien connue, et se traduit par un nombre plus
important de peptides liés présentés a la surface, comme documenté par les
expériences de spectrométrie de masse. L’autre message clé de ces expériences
que j’ai conduites sur I’expression de 'HLA de classe I en condition basale et
inflammatoire est que cette hausse d’expression n’est pas observée dans des ilots
pancréatiques primaires issus de donneurs d’organes. Cela refléte probablement
la condition de stress déja présente a I’état basal dans ces préparations primaires,
liée aux conditions péri-mortem du donneur ainsi qu’a la procédure d’isolement

des ilots.
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In Brief

Mallone et al. use peptidomics and
transcriptomics to identify the epitopes
presented by B cells that trigger type 1
diabetes (T1D) autoimmunity. Multiple
pathways, including conventional
processing and mRNA and peptide
splicing, are involved in epitope
generation and presentation; these
epitopes are selectively recognized by
pancreas-infiltrating CD8* T lymphocytes
in T1D patients.
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SUMMARY

Although CD8* T-cell-mediated autoimmune B cell
destruction occurs intype 1 diabetes (T1D), the target
epitopes processed and presented by B cells are un-
known. To identify them, we combined peptidomics
and transcriptomics strategies. Inflammatory cyto-
kines increased peptide presentation in vitro, paralle-
ling upregulation of human leukocyte antigen (HLA)
class | expression. Peptide sources featured several
insulin granule proteins and all known 3 cell antigens,
barring islet-specific glucose-6-phosphatase cata-
lytic subunit-related protein. Preproinsulin yielded
HLA-A2-restricted epitopes previously described.
Secretogranin V and its mRNA splice isoform SCG5-
009, proconvertase-2, urocortin-3, the insulin gene
enhancer protein ISL-1, and an islet amyloid polypep-
tide transpeptidation product emerged as antigens
processed into HLA-A2-restricted epitopes, which,
as those already described, were recognized by
circulating naive CD8" T cells in T1ID and healthy
donors and by pancreas-infiltrating cells in T1D do-
nors. This peptidome opens new avenues to under-

946 Cell Metabolism 28, 946-960, December 4, 2018 © 2018 Elsevier Inc.

stand antigen processing by B cells and for the
development of T cell biomarkers and tolerogenic
vaccination strategies.

INTRODUCTION

Autoimmune CD8" T cells dominate the pancreatic immune infil-
trates of human type 1 diabetes (T1D) (Coppieters et al., 2012)
and lyse B cells by recognizing surface peptide-human leukocyte
antigen class | (pHLA-I) complexes. Identifying these peptides is
therefore critical for developing tolerogenic vaccination strate-
gies and immune staging tools targeting islet-reactive CD8"
T cells.

Most islet antigens (Ags), namely insulin (INS) and its precursor
preproinsulin  (PPI), glutamic acid decarboxylase (GAD65/
GAD?2), islet Ag (IA)-2 (PTPRN) (Mallone et al., 2007; Martinuzzi
et al., 2008), and zinc transporter 8 (ZnT8/SLC30A8) (Scotto
et al., 2012), have been identified based on their targeting
by autoantibodies (aAbs). Other Ags such as islet-specific
glucose-6-phosphatase catalytic subunit-related protein (IGRP)
(Mallone et al., 2007), chromogranin A (CHGA) (Li et al., 2015),
and islet amyloid polypeptide (IAPP) (Standifer et al., 2006)
have been identified based on studies in the non-obese dia-
betic mouse and/or its islet-enriched expression. A systematic
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discovery effort is missing, and the available catalog may be
biased by the lack of information about the peptides that are
naturally processed and presented by f cells.

Mutated sequences in tumor proteins become preferential
CD8"* T cell targets (Gubin et al., 2014), possibly because they
are regarded as non-self and therefore not efficiently tolerized.
Similarly, other processes in B cells may facilitate tolerance
escape: post-translational modifications (PTMs) (McGinty
et al.,, 2014; Rondas et al., 2015), transpeptidation, i.e., the
splicing and fusion of non-contiguous peptide fragments from
the same protein or from different ones (Babon et al., 2016; De-
long et al., 2016), and the use of alternative transcription start
sites (Kracht et al., 2017). These studies have mostly focused
on CD4* T cells, which are stimulated by pHLA class Il com-
plexes presented by professional Ag-presenting cells that take
up B cell material. These indirect Ag-processing pathways do
not reflect those that are specific to B cells. Indeed, several argu-
ments suggest an active role of § cells in their own demise (Eizirik
et al., 2009).

First, we recently showed that some T1D susceptibility gene
variants modulate islet inflammation (Marroqui et al., 2014,
2015; Moore et al., 2009), suggesting that the B cell response
to inflammation is genetically modulated. This response triggers
cytokine/chemokine release, endoplasmic reticulum (ER) stress,
and HLA-| upregulation (Eizirik et al., 2009; Marroqui et al., 2017),
which facilitate a productive autoimmune response. The alterna-
tive mRNA splicing signature induced by B cell inflammation
(Eizirik et al., 2012; Ortis et al., 2010) has received less attention
but may similarly generate neo-sequences not translated in the
thymus and regarded as non-self.

Second, we recently reported a circulating islet-reactive CD8*
T cell repertoire that is predominantly naive and largely overlap-
ping between T1D and healthy subjects (Culina et al., 2018).
These findings reveal a general leakiness of central tolerance
irrespective of T1D status, begging the question of what deter-
mines T1D progression versus the maintenance of a “benign”
state of autoimmunity. One hypothesis is that the target B cell
and its response to inflammation may be critical in the progres-
sion toward T1D in the face of similar autoimmune T cell reper-
toires across individuals.

In this context, it is crucial to understand the “image” that
human B cells deliver to CD8* T cells through pHLA-I complexes.
To this end, we implemented a strategy combining HLA-I pepti-
domics on B cells and RNA sequencing (RNA-seq) analysis of the
splice isoforms transcribed by primary islets exposed or not to
inflammatory cytokines and by thymic medullary epithelial cells
(MTECs), focusing primarily on the most prevalent HLA-A2
variant.

RESULTS

The HLA-I Peptidome of Human g Cells Is Enriched by
Cytokine Exposure and Displays the Expected Amino
Acid Length and Motifs

Our first epitope discovery pipeline employed HLA-I peptido-
mics experiments on the ECN90 B cell line (Culina et al., 2018),
which carries the HLA-I haplotype A*02:01/A*03:01/B*40:01/
B*49:01/C*03:04/C*07:01 (hereafter A2/A3/B40/B49/C3/C7).
ECN90 B cells were cultured overnight with or without inter-

feron-y (IFN-vy), alone or in combination with tumor necrosis
factor o (TNF-o) and interleukin-18 (IL-18), and lysed to immuno-
purify pHLA-I complexes. HLA-I-bound peptides were then
analyzed by liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS). Although ECN90 B cells expressed surface HLA-I
under basal conditions, this expression was significantly upregu-
lated upon cytokine treatment (Figures 1A and 1B), without
significant cell death (Culina et al., 2018). The 2,997 eluted pep-
tides were mostly (93%) 8- to 12-mers (Figure 1C), i.e., the length
required for HLA-I binding. The amino acid (aa) identity at pHLA-I
anchor positions (p2 and p9) also revealed the preferences
expected based on the aforementioned HLA-I haplotype (Fig-
ures 1D and 1E). In line with the observed HLA-I upregulation,
the number of eluted peptides was significantly higher in the
presence of cytokines and higher in B cells exposed to IFN-v,
TNF-a, and IL-1B compared with IFN-y alone (Figure 1F).
These peptide datasets were subsequently analyzed using a
stepwise bioinformatics pipeline (Figure 1G). First, only peptides
that were reproducibly detected in at least two of five biological
replicates (85%; all percentages are given in relation to the num-
ber of peptides retained by the previous filter) and that displayed
the expected 8- to 12-aa length (93%) were selected. B cell-en-
riched peptides (both conventional and with PTMs, excluding
those derived from peptide or mRNA splicing; red pipeline in
Figure 1G) were subsequently filtered based on non-ubiquitous
(16%) and enriched B cell expression (34%) of their source
proteins. For other non-conventional peptides (i.e., PTM or tran-
scriptional variants), no expression filter was applied, as these
species could be f cell specific despite a ubiquitous expression
of the source protein or mRNA. PTM peptides (methionine, tryp-
tophan, histidine, and cysteine oxidation, tryptophan conversion
to kynurenine) derived from ubiquitous proteins accounted for
8% of the whole dataset (blue pipeline in Figure 1G). Compounds
potentially corresponding to peptide splice variants (0.5%;
brown pipeline) were identified using an in-house script (Fig-
ure S1 and Data S1) based on reported peptide splicing prefer-
ences (Berkers et al., 2015) applied to known and putative Ags.
For peptides derived from mRNA splice variants (dotted and
green pipeline in Figure 1G), the peptidomics dataset was inter-
rogated against RNA-seq datasets from primary human islets
exposed or not to cytokines and from human mTECs (Data
S2). First, higher gene expression can favor peptide processing
and presentation. Hence, mRNA splice variants were selected
based on a median reads per kilobase per million mapped reads
(RPKM) > 5 inislets (27 %), based on the median RPKM of known
islet Ags (Eizirik et al., 2012). Second, mRNA isoforms poorly
expressed in mTECs might favor T cell escape from clonal dele-
tion. Thus, mRNA variants with an RPKM < 0.1 in mTECs or with
a fold decrease >100 versus islets were selected (6%). Third, we
selected mRNA isoforms with >10-fold higher expression in is-
lets versus other tissues. We then analyzed the predicted aa
neo-sequences encoded by these mRNA variants, yielding
88/166 mRNA variants (53%) and 336 peptide neo-sequences
that were used to interrogate the HLA-I peptidomics dataset,
with two hits found. Finally, each dataset was filtered to retain
only those peptides found enriched in HLA-I- versus mock-puri-
fied samples, leading to the overall exclusion of 48% hits. We
focused on predicted HLA-A2-restricted peptides for subse-
guent HLA-A2 binding and CD8" T cell recognition studies.
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Figure 1. The HLA-I Peptidome of Human 3 Cells Is Enriched by Cytokine Exposure and Displays the Expected Amino Acid Length and Motifs
(A) HLA-I expression detected by flow cytometry on ECN90 B cells under basal (red), IFN-y-stimulated (blue), and IFN-y/TNF-o/IL-1B-stimulated conditions
(green). The gray profile displays IFN-v/TNF-a/IL-1B-stimulated cells stained with an isotype control monoclonal antibody (mAb; the identical profiles of basal and
IFN-y-stimulated conditions are not shown).

(B) HLA-I heavy-chain expression detected by western blot on the same cell aliquots, with a-tubulin bands shown as loading control.

(C) Amino acid (aa) length of the 2,997 peptides detected in >2 out of 5 biological replicates.

(D) Sequence logo plots displaying the HLA-A2 (top), -A3 (middle), and -B40/B49 (bottom) binding motifs for the three major Gibbs clusters. The x axis shows the
residue position within nonamer peptide sequences. The y axis shows the information content, with the size of each aa symbol proportional to its frequency.
(E) Heatmap of the predicted HLA-I binding affinities of nonamer peptides. Each column represents a unique peptide. Red, green, and gray shades indicate high
binders (Kp < 50 nM), low binders (Kp < 2,000 nM), and non-binders (Kp > 2,000 nM), respectively.

(F) Number (mean + SEM) of peptides identified in ECN90 B cells. **p = 0.008 and *p = 0.02 by Mann-Whitney test.

(G) The bioinformatics analysis pipeline used (see STAR Methods for details). The 3,544 peptides identified were first filtered based on inter-sample repro-
ducibility (n =2,997) and aa length (n = 2,795). From this dataset, we identified 217 peptides derived from ubiquitous proteins carrying PTMs (blue), from which 99
(Table S2) were enriched in HLA-I-purified samples, and 15 peptide splice variants (brown; see Figure S1 for the identification strategy), from which 10 were
enriched in HLA-I-purified samples. The remaining B cell-enriched peptides (both conventional and with PTMs; red) were filtered based on non-ubiquitous
expression (n =411), B cell-enriched expression (n = 139), and enrichment in HLA-I-purified samples (n = 86; Table S1). Finally, mRNA splice variants (green, n = 2)
were identified by searching the HLA-I peptidomics dataset against the predicted aa neo-sequences obtained from RNA-seq analysis. For this RNA-seq pipeline
(dashed boxes), 53,280 mRNAs were filtered based on islet mMRNA expression (n = 14,504), low mTEC mRNA expression (n = 908), islet enrichment compared
with control tissues (n = 166), and generation of a predicted aa neo-sequence (n = 88). The 336 predicted aa neo-sequences obtained from these 88 mMRNA
variants were analyzed in parallel for the presence of predicted HLA-2 binders (n = 66) with a 9- to 10-aa length (n = 43) and a neo-sequence of >3 aa (n =39). The
indicated epitope candidates were further filtered on predicted and experimental HLA-A2 binding to focus subsequent CD8" T cell recognition studies on
HLA-A2-restricted peptides (see text).
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Figure 2. pHLA-I Complexes of Human B Cells Are Enriched in Peptides Derived from Secretory Granule Proteins, Including Known PPI

Epitopes

(A) Number of peptides (n = 86 from B cell-enriched proteins, n = 10 transpeptidation products, n = 2 mRNA splice products) identified in ECN9O0 B cells after

bioinformatics filtering (Figure 1G).
B) Source proteins of the 98 peptides (detailed in Table S1).

(

(C) Mapping of HLA-A2-restricted PPI peptides identified in ECN90 B cells. PTM variants (see Table S1) and a PPly5_o6 length variant (in italics) were also identified.
(D) Origin of the 42 proteins yielding the 98 peptides identified in ECN90 B cells, including splice peptides generated from IAPP and NPY.
(
(

E) Predicted HLA-I restrictions of the same peptides.

F) Source proteins of the 33 peptides (Table S3) identified in HLA-A2™ primary human islets. Asterisks indicate proteins for which some peptides identified were
identical or length variants compared with those identified in ECN90 B cells, including the identical IAPP5_47/5_10 Splice peptide. Exploded slices indicate source

proteins not identified in ECN90 B cells.

(G) HLA-I heavy-chain expression detected by western blot on primary islets and ECN90 B cells under basal and IFN-y/TNF-a/IL-1B-stimulated conditions, with
B-actin bands shown as loading control. A representative islet preparation out of three analyzed is shown.

Collectively, these results show that inflammatory cytokines
increase pHLA-I presentation and that these peptides display
the aa signatures required for HLA-I binding.

pHLA-I Complexes from Human 3 Cells Are Enriched in
Peptides Derived from Secretory Granule Proteins,
Including Known PPI Epitopes
The filtered HLA-I peptidomics dataset obtained is described in
Figure 2 and detailed in Table S1. While 42 of 98 (43%) eluted
peptides were shared among basal and cytokine-treated condi-
tions, 45 of 98 (46%) peptides were only detected upon cytokine
exposure (Figure 2A). Also, quantitatively, most peptides (62/98;
63%) were exclusively or more presented in cytokine-treated
ECN90 B cells (Table S1).

Among the 40 source proteins of HLA-I-eluted peptides (Fig-
ure 2B), the most represented ones were the known islet Ags

CHGA (n = 15 peptides) and PPI (n = 12, plus one derived from
an INS-006 mRNA splice variants). Besides the other known
Ag IA-2 (PTPRN; n = 3), the five top-scoring proteins included
two putative Ags: kinesin family member 1A (KIF1A; n = 9) and
secretogranin V (SCG5/7B2; n = 3, plus one derived from a
SCG5-009 mRNA splice variant). Other proteins included known
Ags, i.e., GAD2 (GAD65), SLC30A8 (ZnT8), and IAPP (splice
peptide), and several putative ones. Notably, all the HLA-A2-
restricted PPl peptides identified, namely PPly_19, PPlg_14,
PPlys_24, PPlag 3 (INSgs_14), and PPl34_42 (INSg10-1g) (Figure 2C),
are already described as major CD8" T cell epitopes, thus vali-
dating our discovery strategy. Source proteins were enriched
for insulin granule products (14/42, 33%; Figure 2D), namely
CHGA, INS, SCG5, PTPRN, ATP-binding cassette subfamily C
member 8 (ABCCS8), proprotein convertase 1 (PCSK1/PCH1), uro-
cortin-3 (UCNS3), chromogranin B (CHGB), carboxypeptidase E
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(CPE), proprotein convertase 2 (PCSK2/PC2), secretogranin lll
(SCG3), SLC30A8, and IAPP and neuropeptide Y (NPY) gener-
ating splice peptides. The predicted HLA-I restrictions of these
peptides (Figure 2E) comprised all the alleles expressed by
ECN9O0 B cells, while 10% of restrictions could not be assigned.
For peptides derived from f cell-enriched proteins, 11 of 98
(11%) carried PTMs, with most of them (8/11; 73%) representing
variants of unmodified peptides identified in this same dataset.
Most of these modifications (7/11; 64%) were M(+15.99) methi-
onine, C(+47.98) cysteine, and W(+15.99) tryptophan oxidations,
with W(+3.99) tryptophan to kynurenine transitions also de-
tected. The 99 PTM peptides derived from ubiquitous source
proteins are listed in Table S2.

To validate the results obtained using the ECN90 § cell line, we
similarly analyzed an HLA-A2* primary human islet preparation
that did not share other HLA-I alleles with ECN9O0 cells. The major
source proteins of the HLA-I-bound peptides identified were
largely overlapping with those found in ECN90 cells (Figure 2F),
with INS (n = 12 peptides), CHGA (n = 4), KIF1A (n = 3), and SCG5
(n = 3) ranking highest for both cells and CHGB (n = 3), PCSK2
(n = 1), and an identical IAPP splice peptide also detected in
both. When analyzing the identity of individual peptides
(including length and PTM variants) (Table S3), 16 of 33 (48%)
were shared between ECN90 and primary islet cells. This com-
mon repertoire increased to 12 out of 13 peptides (92%) when
considering only predicted HLA-A2 binders, supporting the val-
idity of the ECN90 B cell model. Of note, shared peptides
included all the PPI species already described as CD8* T cell epi-
topes, SCG5156-196 along with a shorter SCG54g6_195 vVariant with
higher HLA-A2 affinity, and the IAPP45_17/IAPP5_4o splice pep-
tide VAL/KLQVFL. Although this product could also reflect
PTPRNsge_508/IAPPs_1¢ trans splicing, |APP4s_17/IAPPs_1o is
more likely because the intra-protein vicinity of these fragments
is more favorable for transpeptidation. The new hits identified
were mostly predicted to bind to the HLA-I molecules not shared
with ECN9O0 cells, barring an HLA-A2-restricted CHGB440-44s
peptide retained for further validation. Contrary to ECN9O cells,
most peptides were detected at similar levels under basal and
cytokine-treated conditions (Table S3). This mirrored a higher
basal HLA-I expression in primary islets, possibly reflecting
peri-mortem and tissue isolation stress conditions, which was
less upregulated by cytokine treatment (Figure 1G). Moreover,
detection sensitivity may have been limited by the concomitant
isolation of non-B cell peptides, i.e., pancreatic polypeptide-
and glucagon-derived sequences likely eluted from & and o cells
(n = 4 and n = 5, respectively; not shown because they were
excluded by the B cell enrichment filter).

The fragmentation profile of the identified peptides was
confirmed by comparing their MS/MS spectra with those of the

corresponding synthetic peptides. Finally, the predicted HLA-
A2 binding was experimentally verified (Figures S2A-S2H), lead-
ing to the final selection of 18 of 19 (95%) HLA-I-eluted peptides
for CD8" T cell studies (including CHGB44¢_44s €luted from pri-
mary islets).

Collectively, these data show that B cells process and present
several known HLA-A2-restricted PPl epitopes and additional
candidate ones, which are enriched for secretory granule
products.

In Silico Analysis of mRNA Splice Variants Yields
Additional Predicted Neo-Ag Peptides

The RNA-seq dataset used for assigning m/z species was further
mined in silico, independently of the HLA-I peptidomics pipeline,
to identify other potential HLA-A2-restricted peptides (Figure 1G,
dotted pipeline). Selection was based on a predicted HLA-A2
binding, a 9- to 10-aa length, and a neo-sequence stretch
>3 aa, with 39 candidates retained (Figure S2I). These were
splice variants of known B cell Ags (GAD2-003, IAPP-002,
IAPP-004, PTPRN-021, SLC30A8-002) and of candidate ones.
Most of the source mMRNA splice variants (35/39, 90%) were simi-
larly expressed in untreated and cytokine-treated islets. HLA-A2
binding was experimentally confirmed for 34 of 39 candidates
(87%); Figure S2l), which were retained for further validation along
with the 18 HLA-A2 binders identified by HLA-I peptidomics.

HLA-A2-Restricted p Cell Peptides Are Targeted by a
Circulating Naive CD8* T Cell Repertoire in Healthy
Donors

We previously documented that the vast majority of individuals,
both T1D and healthy, harbor similar frequencies of circulating,
predominantly naive HLA-A2-restricted CD8" T cells reactive
to known PPI, GAD65, IA-2, IGRP, and ZnT8 epitopes (Culina
et al.,, 2018). Similarly, we reasoned that the presence of a
cognate naive CD8" T cell repertoire is the preliminary require-
ment for the immunogenicity of the HLA-A2-restricted candidate
epitopes identified in the in vitro HLA-I peptidomics and in silico
transcriptomics pipeline (n = 52, 18, and 34, respectively). We
therefore started by screening these candidates for recognition
by circulating CD8* T cells in HLA-A2" healthy donors (Table
S4), using combinatorial double-coded HLA-A2 multimers
(MMrs) loaded with the corresponding synthetic peptides (Culina
et al.,, 2018). We retained those candidates that harbored a
cognate naive CD8* T cell repertoire, based on (1) the frequency
of this repertoire, which is typically in the range of 1-50/10° CD8*
T cells (Alanio et al., 2010; Culina et al., 2018), and (2) the pattern
of HLA-A2 MMr staining, which is usually clustered rather than
spread in the presence of a specific epitope-reactive population
(James et al., 2018). The gating strategy is presented in Figure 3

Figure 3. Gating Strategy for the Combinatorial Analysis of 8 Cell Peptide MMr*CD8"* T Cells in T1D and Healthy Subjects

(A) Frozen-thawed peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from T1D donor D314D were magnetically depleted of CD8™ cells before staining, acquisition,
and analysis (see STAR Methods). Cells were sequentially gated on small lymphocytes, singlets, live cells (Live/Dead Aqua™), CD3*CD8* T cells, and total PE*,
PE-CF594*, APC*, BV650*, BV711*, and BV786™" MMr* T cells. Using Boolean operators, these latter gates allowed selective visualization of each double-MMr*
population by including only those events positive for the corresponding fluorochrome pair.

(B and C) The final readout obtained for T1D donor D314D (B) and healthy donor H170S (C) is shown for the 15 peptides analyzed. Events corresponding to each
epitope-reactive population are overlaid in different colors within each plot, with MMr~ events overlaid in light gray. The small dot plots on the right of each panel
depict CD45RA (x axis) and CCRY (y axis) expression in the corresponding MMr* fraction. Numbers in each panel indicate the MMr*CD8* T cell frequency out of
total CD8" T cells and the percent naive (CD45RA*CCR7") fraction among MMr™* cells.
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Figure 4. HLA-A2-Restricted B Cell Peptides Are Targeted by a Circulating Naive CD8* T Cell Repertoire in Healthy Donors

MMr*CD8" cells reactive to HLA-A2-binding B cell peptides (Figure S2) were stained ex vivo from PBMCs of 5-6 HLA-A2* healthy donors (Table S4).

(A-F) Representative dot plots of different MMr staining patterns: high frequency, clustered pattern (A; CCNI-00844_,); intermediate frequency, clustered pattern
(B; SCG51g6-195); low frequency, clustered pattern (C; CHGB440-448); high frequency, spread pattern (D; LARP4-006,14-225); and the B cell PPlg_14 (E) and viral Flu

MPsg_g6 (F) positive controls.

(G and H) MMr*CD8" cells reactive to B cell peptides identified in HLA-I peptidomics (G) and RNA-seq (H) pipelines. PPlg_14 and Flu MPsg_gs peptides were
included as controls. Frequencies out of total CD8" T cells are depicted. Dotted lines indicate the expected frequency of naive MMr*CD8* T cells; bars show
median values. The 20 B cell peptides displaying the expected CD8* T cell frequency and a clustered MMr staining pattern were retained and are marked with an
asterisk (and two asterisks for the 13 peptides further analyzed). B cell peptides in italics were excluded despite their cognate MMr*CD8* T cell frequencies
because of their spread MMr staining pattern. At least 0.6 x 10° CD8" T cells were counted for each donor (median 1.4 x 10°, range 0.6-4.9 x 105).

(I and J) Percent Ag-experienced cells (CD45RA~CCR7~, CD45RA*CCR7~, and CD45RA~CCR7") out of total MMr* cells for the B cell peptides depicted in (G)
and (H), respectively. Data points with <5 MMr* cells were excluded from this analysis (median 19 MMr* cells, range 5-808 for B cell peptides). NA, not available.

and representative dot plots in Figures 4A-4F. Using these two
criteria, several candidate epitopes displayed a cognate naive
CD8™" T cell repertoire in the expected range in a sizable fraction
(=50%) of the healthy individuals analyzed. The frequency of
CD8™" T cells recognizing the known B cell epitope PPlg_14 previ-
ously analyzed (Culina et al., 2018) also fell in the same range,
with some outliers noted. In total, 9 of 18 HLA-I-eluted peptides
(50%; Figure 4G) were validated, namely CHGAz44-352, insulin
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gene enhancer protein ISL1576_0g4, potassium channel subfamily
K member 16 (KCNK1 6)129_137, KIF1 A1347_1355, PCSK230_38,
SCGs186—195, 8065-009186_194, and UCN31_9. Despite recogni-
tion in only 1 of 6 donors analyzed, the peptide splice product
IAPP5_17/IAPPs_1o was also retained, since it was identified in
both ECN90 and primary islet cells. Using the same criteria, 11
of 34 candidates selected in silico were validated (32%;
Figure 4H), namely cyclin | (CCNI)-00814_5,, GAD2-003179_1g7,
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guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit o isoforms
short (GNAS)-03667_75, GNAS-036124_132, IAPP-00233 42,
PTPRN-021 392-402) PTPRN-021 398-407» phogrin/receptor—type
tyrosine-protein phosphatase N2 (PTPRN2)-00541_19, PTPRN2-
0054927, mitochondrial oligoribonuclease (REX02)-020,_10,
and SLC30A8-0024¢_p5. As previously observed for other known
B cell epitopes (Culina et al., 2018), including the PPlg_14 here
used as B cell positive control, only a minority (median 16.4%,
interquartile range 8.5%-26.7%) of CD8" T cells recognizing
these candidate epitopes were Ag experienced (CD45RA*
CCR7~, CD45RA CCR7~, or CD45RA"CCR7*; Figures 4l and
4J). Conversely, the Flu MPsg_gs peptide included as viral
positive control displayed the expected predominantly Ag-expe-
rienced phenotype. The complete list of the 20 candidates
validated for CD8" T cell recognition is presented in Table 1.
All the peptides validated came from source proteins whose
gene expression was detected in islets, both under basal and
cytokine-treated conditions. One notable exception was
SCG5-009, whose expression was negligible under basal condi-
tion but strongly upregulated after cytokine treatment. Gene
expression in mMTECs was also negligible in all cases with the
exception of CHGA, ISL1, and SCG5.

Collectively, these results show that most of the  cell peptides
identified display a cognate naive CD8" T cell repertoire in the
blood of healthy individuals, making them potential targets of
islet autoimmunity.

Circulating CD8" T Cells Reactive to HLA-A2-Restricted
B Cell Peptides Display Similar Ex Vivo Frequencies and
a Predominantly Naive Phenotype in T1D and Healthy
Subjects

Thirteen of the 20 B cell peptides validated for recognition by a
naive CD8" T cell repertoire were selected for further ex vivo
combinatorial double-coded MMr validation using blood
samples from HLA-A2* recent-onset T1D and healthy subjects
(n=101in each; Table S4). For naturally processed and presented
peptides identified by HLA-I peptidomics, we focused on six in-
sulin granule putative Ags, namely IAPP45_17/5-10, PCSK230_3g,
SCG54g6-195, SCG5-0091g6-104, and UCNS,_g, and the transcrip-
tion factor I1ISL1576_84. A less focused selection was made for
seven predicted mRNA splice peptides, as these may be derived
from short-lived, unstable defective ribosomal products (DRiPs)
(Anton and Yewdell, 2014) CCN|-00814_22, GAD2-003179_187,
GNAS-03667-75, GNAS-036124-132, |APP-00235_45, PTPRN2-
00541_19, and SLC30A8-002:¢o5 were thus selected. The
frequency of circulating CD8* T cells recognizing these peptides
and the control PPlg_14 epitope was similar in T1D and healthy
subjects (Figure 5A) and fell in the same range (1-50/10° CD8*
T cells) detected in the preliminary screening performed on
healthy subjects using different fluorochrome-labeled MMr
combinations (Figures 4G and 4H), with the exception of IAPP-
00233_4, for which virtually no MMr* cells were detected. As in
the screening round, frequencies were particularly high and clus-
tered for four CD8* T cell specificities, namely SCG5-0091g6_194,
UCN31_9, CCN|-00814_22, and GAD2-003179_187. As reported for
PPls_14 and other known B cell epitopes (Culina et al., 2018),
these MMr* cells were predominantly naive in both T1D and
healthy subjects (Figure 5B; median 8.3%, interquartile range
0%-20.0%).

Collectively, these results show that the B cell peptides identi-
fied are targeted by similar frequencies of predominantly naive
circulating CD8" T cells in T1D and healthy subjects.

Pancreas-Infiltrating Cells Reactive to the HLA-A2-
Restricted IAPP5_17/5-10s ISL1276_284, and UCN3,_¢o
Peptides Are Enriched in T1D Patients

Given the lack of difference in frequency or markers of prior Ag
encounter observed for circulating islet-reactive CD8" T cells
between T1D and healthy donors, we verified whether these
reactivities were present in the pancreas-infiltrating cells of
HLA-A2* T1D, aAb*, non-diabetic, and type 2 diabetes donors
by in situ MMr staining of consecutive tissue sections from the
Network for Pancreatic Organ Donors (nPOD) repository. We
selected IAPP15_17/5_10, ISI—1276—284s and UCN31_9, which are
representative of the frequency range detected in peripheral
blood and stained positive in a preliminary screening on
pancreatic sections from one T1D donor (Figure S3; with SCG-
0091g6-194 also staining positive). Figures 6A-6R display repre-
sentative images, with scattered MMr* cells in the vicinity of
the islet or exocrine tissue. The B cell ZnT8g6_194 peptide and
the melanocyte MelanA,s 35 peptide provided positive and
negative controls, respectively (Culina et al., 2018). Results
are summarized in Figure 6S and Table S5. Whereas
IAPP15_17/5-10, 1SL1276-284, @and UCN3ig (and ZnT84gs 104)
MMr* cells were significantly more abundant than MelanAge_ss
MMr* cells in T1D, aAb* (barring UCN3_g), and non-diabetic
cases (barring IAPP45_17/5-10 and UCN34_g), all islet MMr* cells
were enriched in the pancreata of T1D versus non-diabetic cases
and also in the pancreata of aAb* versus non-diabetic cases for
IAPP45_17/5-10 and ISL157¢_5g4. In contrast, islet and MelanAsg_35
MMr* cells were present at similar densities across all groups in
pancreatic lymph node (PLN) sections from the same donors
(Figure 6T), as reported for ZnT84g5_194 (Culina et al., 2018).

Fluorescent confocal microscopy on pancreas sections from
one T1D donor (Figures 6U-6W) detected 60 CD8* cells
(2.3 cells/mm?), among which 37 (61.7%) were CD45RO*
and 2 CD45RO*MMr* USing pooled |APP15_17/5_10/|SL1 276—284/
UCN3i9 MMrs (5.4% of CD8"CD45RO* and 3.3% of total
CD8" cells), suggesting that pancreas-infiltrating islet MMr* cells
are Ag-experienced CD8* T cells.

Collectively, these results show that IAPP45_17/5-10-,
ISL1576_284-, and UCN3;_g-reactive cells are enriched in the
pancreas of T1D patients, similarly to ZnT84g_194-reactive cells
(Culina et al., 2018), lending support to their relevance in T1D.

DISCUSSION

Here we provide a first catalog of the HLA-I peptidome of human
B cells, using an immortalized B cell line naturally expressing the
most prevalent HLA-A2 variant. This cellular model proved infor-
mative, since several HLA-A2-restricted peptides identified were
also naturally processed and presented by primary human islets.
The technical strengths of our approach are the combined HLA-I
peptidomics and transcriptomics pipelines, the use of small cell
numbers (20 x 10°) for HLA-I purification despite its low expres-
sion in B cells compared with professional Ag-presenting cells,
and the use of a mock immunopurification to exclude peptides
not bound to HLA-I. One limitation is the lower sensitivity of the
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Table 1. Summary of 3 Cell Peptides Tested for Recognition by Circulating Naive CD8* T Cells of Healthy Subjects

Islet Islet mTEC mTEC Frequency Donors
RPKM, RPKM, RPKM, RPKM, TCell* among % Ag with >5 MMr*  MMr Staining
Protein or mMRNA Peptide Sequence Type Control Cytokines HLA-II" HLA-I° Donors CD8* Cells Experienced Cells Pattern Validation
ACLY-004 70-78 GLVGVNLTL mRNA splice 22.5 5.7 0.0 0.0 0/6 0.00 NA 0/6 ND no
C150rf48-003 73-81 FLLQNPCPL mRNA splice 9.8 18.1 0.0 0.0 0/6 8.30 x 1078 29 1/6 spread no
C160rf70-010 44-53 VLYSEQVIEV ~ mRNA splice 0.7 12.3 0.0 0.0 0/6 254 x 1077 14 1/6 spread no
CCNI-008 11-19 ILDKLNWDL mRNA splice 41.0 25.9 0.4 0.3 1/6 1.05 x 1077 20 1/6 spread no
**CCNI-008 14-22 KLNWDLHTA  mRNA splice 41.0 25.9 0.4 0.3 4/6 5.05 x 10°° 10 6/6 clustered yes
CCNI-008 53-61 SLPLNSVYV mRNA splice 41.0 25.9 0.4 0.3 1/6 520 x 108 NA 0/6 spread no
*CHGA 344-352 KMDQLAKEL conventional 587.2 1,881.9 7.9 13.2 3/6 9.75x 1077 18 5/6 clustered yes
CHGA 402-411 SLEAGLPLQV conventional 587.2 1,881.9 7.9 13.2 0/6 1.66 x 1077 NA 0/6 spread no
CHGB 440-448 FLGEGHHRV  conventional 1,212.4  935.2 9.6 18.4 1/6 6.67 x 1077 28 4/6 clustered no
CLDN7-008 60-68 GMMSCKIGL  mRNA splice 20.8 17.5 0.0 0.1 0/6 0.00 NA 0/6 ND no
FAM171B 19-28 VLLKARLVPA  conventional 4.3 4.0 6.5 5.0 3/6 1.70x 10°° 7 5/6 spread no
**GAD2-003 179-187 KIIKLFFRL mRNA splice 22.2 21.2 0.0 0.0 5/6 514 x 107® 19 6/6 clustered yes
GNAS-002 31-39 ALLWLSCSI mRNA splice 256.1 123.2 0.6 0.0 0/6 492 x 1077 30 2/6 clustered no
GNAS-002 32-41 LLWLSCSIAL  mRNA splice 256.1 123.2 0.6 0.0 0/6 0.00 NA 0/6 ND no
GNAS-002 34-42 WLSCSIALL mRNA splice 256.1 123.2 0.6 0.0 1/6 3.16 x 1077 23 2/6 clustered no
**GNAS-036 67-75 YMCTHRLLL  mRNA splice 48.9 451 0.0 0.0 4/6 125 x107° 9 5/6 clustered yes
GNAS-036 67-76 YMCTHRLLLL  mRNA splice 48.9 451 0.0 0.0 0/6 0.00 NA 0/6 ND no
**GNAS-036 124-132 AMSNLVPPV ~ mRNA splice 48.9 451 0.0 0.0 5/6 1.30 x 107 14 5/6 clustered yes
GNAS-036 185-194 QLIDCAQYFL  mRNA splice 48.9 451 0.0 0.0 0/6 476 x 1078 NA 0/6 ND no
GPR119 48-56 AVADTLIGV conventional 9.4 7.4 0.0 0.0 0/6 1.26 x 1077 NA 0/6 spread no
**|JAPP/IAPP 15-17/5-10 VALKLQVFL peptide splice 1,257.1 392.4 0.3 0.0 1/6 245 x 1077 9 1/6 clustered yes
“*|APP-002 33-42 VLSRNILLEL mRNA splice 74.0 24.3 0.0 0.0 3/6 9.63 x 107 35 4/6 clustered yes
IAPP-004 9-18 CLDQIPIFTV mRNA splice 609.8 2571 0.0 0.0 1/6 2,59 x 107 37 2/6 clustered no
IGF2BP3 552-560 KIQEILTQV conventional 0.2 0.4 5.3 0.9 0/5 2.66 x 1077 24 4/5 spread no
*I1SL1 276-284 GLQANPVEV conventional 26.2 27.9 17.0 26.9 3/6 1.83 x 10°° 26 3/6 clustered yes
*KCNK16 129-137 ALLGIPLNV conventional 33.3 22.5 0.0 0.0 5/6 444 x10°° 13 6/6 clustered yes
KCNK16-002 234-242 SLAAIWILL mRNA splice 33.3 22.5 0.0 0.0 0/6 437 x 108 NA 0/6 ND no
KCNK16-002 240-248 ILLGLAWLA mRNA splice 33.3 22.5 0.0 0.0 0/6 1.30 x 1077 NA 0/6 spread no
*KIF1A 1347-1355 VLDTSVAYV conventional 19.5 17.7 1.0 1.9 3/6 225 x10°® 33 5/6 clustered yes
KIF1A 1480-1488 KLSEMSVTL conventional 19.5 17.7 1.0 1.9 0/5 52 x 1077 182 5/5 spread no

(Continued on next page)
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Table 1. Continued

Islet Islet mTEC mTEC Frequency Donors
RPKM, RPKM, RPKM, RPKM, TCell* among % Ag with >5 MMr*  MMr Staining

Protein or mMRNA Peptide Sequence Type Control Cytokines HLA-II"" HLA-I° Donors CD8* Cells Experienced Cells Pattern Validation
LARP4-006 214-222 RLMDSSIYS mRNA splice 6.8 10.5 0.0 0.0 2/6 8.95 x 1077 20 4/6 spread no
LARP4-006 355-363 YLQKETSTL mRNA splice 6.8 10.5 0.0 0.0 2/6 7.94 x 1077 21 5/6 spread no
LGMN-012 68-76 VMINPTPGI mRNA splice 0.0 10.9 0.0 0.0 0/6 0.00 NA 0/6 ND no
PCSK1-002 8-17 FLFFSQIGSL  mRNA splice 16.2 13.8 0.0 0.0 0/6 0.00 NA 0/6 ND no
*PCSK2 30-38 FTNHFLVEL conventional 73.2 43.4 0.7 0.0 4/6 125 x 107 9 6/6 clustered yes
PCSK2-001 11-19 AAAGFLFCV mRNA splice 36.5 17.8 0.0 0.1 2/6 5.40 x 1077 23 2/6 spread no
PCSK2-001 15-23 FLFCVMVFA mRNA splice 36.5 17.8 0.0 0.1 2/6 3.79 x 1077 54 2/6 spread no
PDXDC1-013 174-183 YLCNQDVAFL mRNA splice 13.5 0.8 0.0 0.0 2/6 6.21 x 1077 17 3/6 spread no
PIK3R3 144-152 SLAQYNPKL conventional 2.2 2.4 18.7 9.2 3/6 8.50 x 1077 12 4/6 spread no
PRPH 171-179 GLAEDLAAL conventional 4.0 3.8 11 0.5 3/6 1.08 x 107® 19 5/6 spread no
*PTPRN-021 392-402 SLAAGVKLLEI mRNA splice 81.5 98.3 0.0 0.0 5/5 4.49 x 107® 17 5/5 clustered yes
*PTPRN-021 398-407 KLLEILAEHV mRNA splice 81.5 98.3 0.0 0.0 5/5 430x10°® 13 5/5 clustered yes
PTPRN-021 402-409 ILAEHVHM mRNA splice 81.5 98.3 0.0 0.0 1/5 541 x 10" 9 4/5 clustered no
**PTPRN2-005 11-19 LLLLLPPRV mRNA splice 33.3 10.8 0.0 0.0 4/6 1.67 x 10°° NA 3/6 clustered yes
*PTPRN2-005 19-27 VLPAAPSSV mRNA splice 8818 10.8 0.0 0.0 6/6 553 x 107® 8 6/6 clustered yes
*REX02-020 2-10 SVANALWIV mRNA splice 4.2 10.5 0.0 0.0 5/6 1.94 x 10°° 28 5/6 clustered yes
**SCG5 186-195 YLQGQRLDNV conventional 252.5 163.2 3.2 2.9 5/6 1.16 x 107® 20 6/6 clustered yes
**SCG5-009 186-194 FLSGAVNRL mRNA splice 0.3 41.4 0.0 0.0 5/5 6.62 x 10°® 7 5/5 clustered yes
**SLC30A8-002 16-25 KMYAFTLESV ~ mRNA splice 43.1 38.1 0.3 0.0 4/6 1.33x 10°° 7 2/6 clustered yes
ST18 304-312 SLLEQAIAL conventional 8.2 4.8 0.2 0.5 3/6 6.70 x 1077 33 3/6 spread no
*UCN3 1-9 MLMPVHFLL  conventional 61.9 26.7 0.2 0.1 5/5 1.30 x 107° 11 5/5 clustered yes
WARS-035 66-74 GLDEIDSAV mRNA splice 0.3 31.8 0.0 0.2 0/6 3.36 x 1077 0 2/6 spread no

The peptides presented in Figure 4 are alphabetically listed and classified according to type (conventional, peptide splice, and mRNA splice). The corresponding median RPKM values detected in
islets (control- and cytokine-treated) and mTECs (HLA class II" and class I1'°) are shown. For proteins not arising from alternative mRNA splicing, RPKM values refer to the most prevalent islet mRNA
isoform coding for the corresponding peptide. Subsequent columns detail the number of T cell* donors (>5/10" MMr* cells counted), the median MMr* frequency, the median percent Ag-expe-
rienced cells within the MMr* fraction (for peptides/donors with >5 MMr* cells), the number of donors with >5 MMr* cells, the MMr staining pattern (clustered, spread, or not detected [ND]), and the
final validation outcome. The 20 validated B cell peptides displayed the expected CD8* T cell frequency and a clustered MMr staining pattern and are marked with an asterisk (or two asterisks for the
13 peptides further analyzed). NA, not available.
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Figure 5. Circulating CD8* T Cells Reactive
to HLA-A2-Restricted B Cell Peptides
Display Similar Ex Vivo Frequencies and a
Predominantly Naive Phenotype in T1D and
Healthy Subjects
(A) Frequencies of MMr*CD8* cells reactive to the
indicated B cell peptides in T1D (gray; n = 10) and
healthy subjects (white; n = 10; donors listed in
Table S4). PPlg_14 and Flu MPsg_g¢ peptides were
o included as controls. At least 0.6 x 10° CD8*
T cells were counted for each donor (median 1.0 x
10, range 0.6-2.4 x 109).
(B) Percent Ag-experienced cells out of total MMr*
cells for the B cell peptides depicted in (A). Data
o points with <5 MMr* cells were excluded (median
14 MMr* cells, range 5-160 for B cell peptides).
Bars show median values. NA, not available.
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CHGA, PTPRN, GAD2, SLC30A8, and
IAPP. The only known Ag missing was
IGRP, which may reflect low amounts of
IGRP pHLA-I complexes, as reported
for murine NIT-1 B cells (Dudek et al.,
2012). The same may be true for the
ZnT81g6_104 epitope, for which a con-
cordant m/z value was identified at the
MS1 level in several HLA-I-purified
ECN90 samples (1/5, 5/5, and 4/5 for
basal, IFN-y-treated, and IFN-y/TNF-o/
o IL-1B-treated conditions, respectively;
1/15 mock-purified samples). More
® importantly, several as yet undescribed
o i, peptides were identified, many of which
were derived from secretory granule pro-
teins, namely CHGA, INS, SCG5, PTPRN,
ABCC8, PCSK1, UCN3, CHGB, CPE,
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LC-MS/MS data-dependent acquisition discovery mode used
compared with targeted strategies. Indeed, previous studies
on mouse NIT-1 B cells (Dudek et al., 2012) detected low
amounts of the immunodominant IGRP2ps_214 peptide only after
using a targeted approach on IFN-y-treated cells. Nonetheless,
our sensitivity proved sufficient to detect several known B cell
Ags. Although this did not allow a precise quantitation of
pHLA-I complexes, it allowed detection of HLA-I-bound pep-
tides without a priori hypotheses.

Expectedly, only ~5% of the HLA-I peptidome originated from
proteins preferentially expressed in B cells. Multiple PPI peptides
described as major CD8"* T cell epitopes were detected, vali-
dating our discovery approach and documenting their natural
processing and presentation by B cells. Peptides derived from
all the other known B cell Ags were also identified, namely
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o §
PTPRN2-005 11-19 o
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PCSK2, SCG3, SCL30A8, NPY, and
IAPP. This is not surprising considering
that granule proteins are abundantly syn-
thesized by B cells, thus favoring HLA-I
presentation (Bassani-Sternberg et al.,
2015). Their fast turnover also increases
the odds of producing misfolded proteins,
which are rapidly routed toward protea-
somal degradation and HLA-I presentation (Anton and Yew-
dell, 2014).

mRNA alternative splicing is another mechanism frequently
leading to unstable DRIiPs, which are rapidly degraded through
different pathways (Anton and Yewdell, 2014). Moreover, these
mRNA isoforms may translate aa neo-sequences when exons
are either added or skipped compared with the canonical
mRNA. We therefore performed a parallel in silico prediction of
mRNA-translated peptide neo-sequences. Although no proof
of natural processing and presentation could be provided for
most of these theoretical peptide products, the finding of a naive
CD8* T cell repertoire capable of recognizing them supports
their potential relevance as autoimmune T cell targets. Of note,
peptides derived from the alternative open reading frame INS
mRNA (Kracht et al., 2017) were not detected.
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Despite presentation by HLA-I molecules, peptides may still
be ignored by CD8" T cells, thus not triggering an autoimmune
response. This primarily reflects the absence of a cognate naive
repertoire available for priming (Alanio et al., 2010). We therefore
first screened healthy individuals for the presence of cognate
naive CD8" T cells, which were found for several peptides.
Although the poor expression of the genes encoding these
proteins in mTECs may exert a facilitating effect, this is not an
absolute requirement for peripheral CD8" T cell recognition.
Indeed, CHGA, ISL1, and SCG5 were expressed in mTECs
and yet targeted by CD8" T cells at frequencies comparable
with those of T cells recognizing Ags not expressed in mTECs,
in line with the increasing appreciation that thymic clonal deletion
is highly incomplete (Culina et al., 2018).

Based on our previous findings on known § cell epitopes (Cu-
lina et al., 2018), we did not expect differences in circulating
CD8" T cells between T1D and healthy subjects, because the
Ag-experienced fraction is rather limited, likely reflecting
sequestration in the target tissue. This was also the case for
the candidates studied herein and for the well-described control
PPlg_14 epitope eluted from pHLA-I complexes. Together with
the reaCtiVity against |APP15_17/5_10, |SL1276_234, and UCN31_9,
which was preferentially detected in the pancreatic infiltrates of
T1D (and aAb™) donors and localized in CD8*CD45RO* T cells
in one T1D case, these findings provide a first validation of their
disease relevance. The degree of evidence for a relevance to
T1D is higher for those peptides targeted by CD8" T cells
and naturally processed and presented by B cells, i.e.,
SCG5185_195, PCSK230_38, UCN31_9, and |SL1276_284. These
also include the neo-antigenic peptides SCG-009g5_194 and
IAPP45_17/5-10 generated by mRNA splicing and transpeptida-
tion, respectively.

Complementary analyses of the current HLA-I peptidomics
dataset will yield additional information. First, only few PTMs
were searched and a dedicated analysis is required. This
should include the distinction between biological and experi-
mentally induced PTMs, since some of them, e.g., the trypto-
phan to kynurenine conversion of the PPly5_4 peptide, were
similarly detected in the corresponding synthetic peptides.
Second, an unbiased analysis of transpeptidation beyond the
described aa preference rules (Berkers et al., 2015) will likely
yield additional fusion peptides, which may account for up to
one-third of the HLA-I peptidome (Liepe et al., 2016). Third,
only HLA-A2-restricted peptides were analyzed for T cell
recognition, leaving several HLA-A3- and HLA-B39-restricted
candidates available for follow-up studies. HLA-B39 was ex-
pressed by the primary islets analyzed and, although rare, is

the HLA-I variant most strongly associated with T1D (Nejentsev
et al., 2007).

Finally, the HLA-I peptidome obtained allows formulation of
hypotheses about the Ag-processing pathways employed by
cells. Some peptides (UCN3_g, IAPP15_17/5-10, PPls_10, PPlg_14,
PPly5_54) are located in the leader sequence of proteins abun-
dantly produced by B cells, which is cleaved in the ER at each
protein synthesis. These byproducts may therefore provide a
rich peptide source for HLA-I presentation and likely follow alter-
native Ag-processing pathways within the ER, independent of
proteasome cleavage (El Hage et al., 2008; Skowera et al.,
2008). It is also noteworthy that several source proteins of
HLA-I-bound peptides, i.e., CHGA, INS, SCG5, PCSK1, UCNS,
CHGB, CPE, PCSK2, SCG3, NPY, and IAPP, are synthesized
as precursors and incorporated into 8 cell granules, where they
undergo intermediate processing by proconvertases to yield
bioactive products. A notable example is SCG5, a PCSK2 chap-
erone that is gradually degraded along the secretory pathway to
competitively prevent the premature activation of PCSK2 by
autocatalytic cleavage (Mbikay et al., 2001). This continuous
degradation may explain the abundance of HLA-I-bound SCG5
peptides. In this respect, the C-terminal SCG54g5_195 peptide is
located between furin (RRKRR) and PCSK2 (KK) cleavage sites
and, similar to leader sequence peptides, may behave as a by-
product of the intermediate SCG5 processing (Bartolomucci
et al., 2011). The same is true for several CHGA peptides, e.g.,
CHGA344-352, Which maps to the WE-14 neuropeptide produced
by CHGA cleavage at dibasic KR motifs (Bartolomucci et al.,
2011). These peptides may access the HLA-I pathway following
crinophagy, i.e., the disposal of unused secretory granules
through fusion with lysosomes (Goginashvili et al., 2015; Weck-
man et al., 2014). In this scenario, islet inflammation may provide
a key switch for progression of the “benign” autoimmunity of
healthy individuals toward T1D at two levels: on T cells, by im-
pairing peripheral immunoregulation, and on B cells, by
increasing the overall number of pHLA-I complexes available
for T cell recognition.

Limitations of This Study

One limitation of our work is that the pathogenic role of the CD8*
T cells recognizing the epitopes described herein remains to be
definitively established. Islets from T1D patients were not avail-
able for HLA peptidomics studies, and the enrichment of these
T cells in the pancreas of patients could reflect a cause or conse-
quence of disease. It should be noted, however, that the same
uncertainty applies to all the other islet-reactive T cell specific-
ities described to date. The capacity to kill B cells that has

Figure 6. Pancreas-Infiltrating Cells Reactive to the HLA-A2-Restricted IAPP15_17/5-10, ISL1276_284, and UCN3,_g Peptides Are Enriched in T1D

Patients

Pancreas sections from nPOD cases (Table S5) were immunohistochemically stained in situ with MMrs loaded with IAPP45_17/5-10, ISL1276_284, UCN3_g (selected
from Figure S3), positive control ZnT84g6_104, and negative control melanocyte MelanAys_35 peptide.

(A-D, I-L, Q, and R) Representative pancreas images (20x magnification; scale bar, 100 um).

(E-H and M-P) Higher magnification of the dotted areas highlighted on the left of each panel (scale bars, 40 um for E and M; 38 um for F and N; 45 um for G and O;

36 um for H and P).

(S and T) Number of MMr* cells/mm? section area of pancreas (S) and PLNs (T). Each point represents an individual case; bars indicate median values. *p < 0.05

and *p < 0.009 by Mann-Whitney test. NA, not assessed.

(U-W) Fluorescent confocal microscopy on pancreas sections from T1D EUnPOD case #060217 for CD8 (green), CD45RO (blue), and pooled IAPP15_17/5-10/
ISL1276-284/UCN34_g MMrs (red). Examples of CD8*CD45RO~MMr~, CD8*CD45RO*MMr~, and CD8"CD45RO*MMr* cells are shown in (U) (scale bar, 25 um),

(V) (scale bar, 10 um), and (W) (scale bar, 10 um), respectively.
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been described for some of them cannot be taken as conclusive
evidence for their pathogenic role, since T cell clones obtained
from T1D and healthy donors kill § cells to a similar extent (Culina
et al.,, 2018). Nonetheless, we here provide two key findings:
first, that these epitopes are naturally processed and presented
by B cells and are covered by the natural CD8" T cell repertoire,
hence providing potential targets for f cell killing; second, that
the CD8" T cells recognizing them accumulate preferentially in
the pancreas of T1D patients. This latter finding is unlikely to
be serendipitous, as it did not apply to CD8* T cells recognizing
the melanocyte MelanAgs_35 epitope, despite the fact that their
frequency in the blood is ~100-fold higher than for islet
epitope-reactive CD8" T cells (Culina et al., 2018).

In conclusion, the HLA-I peptidome of human B cells
described herein provides information about the Ag-processing
features of B cells, the targets amenable to autoimmune recogni-
tion, and a valuable tool for developing T cell biomarkers and
tolerogenic vaccines.
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clone SK7
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Mouse monoclonal anti-human CD45RO0,
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Goat polyclonal anti-mouse 1gG (H+L) Alexa Fluor 647
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Thermo Fisher Scientific;
eBioscience

Sigma
SouthernBiotech
ATCC

BD Pharmingen
Interchim

StemCell Technologies
BD Pharmingen

BD Pharmingen

BD Pharmingen

BD Horizon

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
BD Pharmingen

BD Horizon

BD Pharmingen

BD Horizon

BD Horizon

BD Horizon

Abcam

Dako

Abcam

BioLegend

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Cat#14-4502-80; RRID: AB_1210457

Cat#A5441; RRID: AB_476744
Cat#1010-05; RRID: AB_2728714
ATCC HB-82; RRID: CVCL_7246
Cat#554001; RRID: AB_395197
Cat#FP-SA4010; RRID: AB_2728715
Cat#19053; RRID: AB_2728716
Cat#560176; RRID: AB_1645475

Cat#557746; RRID: AB_396852

Cat#555488; RRID: AB_395879
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Cat#P0217; RRID: AB_2728719
Cat#ab60076; RRID: AB_940921
Cat#304202; RRID: AB_314418

Cat#A-11037; RRID: AB_2534095
Cat# A-11006; RRID: AB_2534074
Cat# A-21236; RRID: AB_2535805

Biological Samples

Human pancreas unfixed frozen sections nPOD http://www.jdrfnpod.org
Human pancreatic lymph node unfixed frozen sections nPOD http://www.jdrfnpod.org
Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins

HLA-A2 heavy chain immunAware N/A

B2-microglobulin Lee Biosolutions Cat#126-11

Dasatinib LC Laboratories Cat#D-3307

Deposited Data

Human reference proteome Swiss-Prot/UniProt,
up000005640, release December 2012

Human Protein Atlas v.13.0

Uniprot

Human Protein Atlas

http://www.uniprot.org/proteomes/
UP000005640

http://www.proteinatlas.org
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IDENTIFIER

Human Protein Reference Database, release 9

Single-Cell Gene Expression Atlas of Human
Pancreatic Islets

Gencode release 18
lllumina BodyMap 2.0

Human Protein
Reference Database

Sandberg Lab

The GENCODE Project

http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/sra/?term=E-MTAB-513

http://www.hprd.org

http://sandberg.cmb.ki.se/pancreas

https://www.gencodegenes.org
GEO:GSE30611

Human islet RNA-seq This paper GEO: GSE108413
Human mTEC RNA-seq This paper Data S2
Experimental Models: Cell Lines

Human: ECN9O0 B-cell line Culina et al., 2018; N/A

Univercell Biosolutions

Human: T2 (174 x CEM.T2) cell line ATCC ATCC CRL-1992; RRID: CVCL_2211
Mouse: W6/32 hybridoma cell line ATCC ATCC HB-95; RRID: CVCL_7872
Mouse: HC10 hybridoma cell line Laboratory of RRID: AB_2728622

Hidde L. Ploegh
Mouse: BB7.2 hybridoma cell line ATCC ATCC HB-82; RRID: CVCL_7246
Software and Algorithms
FlowdJo v.10 FlowJo https://www.flowjo.com

Flux Capacitor v.1.6.1

Gibbs clustering v.1.1

LAS v.2.6.0.7266
MaxQuant v.1.5.3.8

MUSCLE v.3.8
NetMHC v.4.0
NetMHCstab v.1.0

NetMHCStabPan v.1.0

NIS-Elements D v.4.40
Perseus v.1.5.2.4

Python and R Scripts

Script for the prediction of peptide splice products

TopHat v.2.0.10

Montgomery et al., 2010

DTU Bioinformatics

Leica Microsystems

Max Planck Institute
of Biochemistry

EMBL-EBI
DTU Bioinformatics
DTU Bioinformatics

DTU Bioinformatics

Nikon

Max Planck Institute
of Biochemistry

Caron et al., 2015

This paper

J. Hopkins University
Center for Computational
Biology

http://sammeth.net/confluence/
display/FLUX/Home

http://www.cbs.dtu.dk/services/
GibbsCluster

N/A
http://www.coxdocs.org

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC

http://www.cbs.dtu.dk/services/
NetMHCstab-1.0

http://www.cbs.dtu.dk/services/
NetMHCstabpan

N/A
http://www.coxdocs.org

https://elifesciences.org/articles/
07661/figures#SD9-data

Data S1

http://ccb.jhu.edu/software/
tophat/index.shtml

CONTACT FOR REAGENT AND RESOURCE SHARING

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by the Lead Contact, Roberto
Mallone (roberto.mallone@inserm.fr).

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Cell Lines

The ECN90 cell line (HLA-A*02:01/03:01, -B*40:01/49:01, -C*03:04/07:01) was derived from a human neonatal pancreas using
described protocols (Ravassard et al., 2011). Cells were seeded in 15-cm diameter tissue culture dishes (Techno Plastic
Products AG) coated with 0.1% fibronectin solution from human plasma (Sigma; 400 ng/cm? and extracellular matrix from
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Engelbreth-Holm-Swarm murine sarcoma (Sigma; 1-2.4 mg/cm?). They were maintained in DMEM/F12 medium supplemented with
2% bovine serum albumin, 6.7 ng/ml sodium selenite, 10 mM nicotinamide, 50 M B-mercaptoethanol and penicillin/streptomycin.
IFN-vy (R&D) was added to the cell culture at 80%-90% confluence at a final concentration of 500 U/ml for 16-18 h. IFN-y, TNF-a
and IL-1p (all from R&D) were added at a final concentration of 2,000 U/ml, 1,100 U/ml, and 1,000 U/ml, respectively.

Primary Human Tissues and PBMCs

For HLA-I peptidomics experiments, transplantation-grade, undispersed primary human islets (75% purity; HLA-A*02:01/
25:01, -B*39:01/51:01, -C*12:03/14:02) were obtained from a brain-dead non-diabetic organ donor (age 49 years, male, BMI
37 kg/m?; protocol approved by the Agence de la Bioméedecine) with standard procedures and maintained in CMRL 1066 medium
(Sigma) supplemented with 10% fetal bovine serum. For RNA-seq analyses, primary human islets from 5 brain-dead non-diabetic
organ donors (mean age 50.6 + 10.2 years, 3 females, 2 males, BMI 25 + 2 kg/m?; 57% + 5% B cells; protocol approved by the Ethics
Committee of the University of Pisa, Italy) were exposed or not to IFN-vy (1,000 U/ml) and IL-18 (50 U/ml) for 48 h. For HLA-I expression
analyses (Figure 2G), primary human islets were from 3 non-diabetic organ donors (mean age 54.7 + 14.3 years, 1 female, 2 males,
BMI 29 + 5 kg/m?; protocol approved by the Ethics Committee of the University of Pisa, Italy). Primary human HLA Class II'° and
Class II"' mTECs were purified as described (Pinto et al., 2014) from the thymi of 3 children (male gender, age 6 days, 4 months
and 9 months) undergoing corrective cardiac surgery at the University of Heidelberg, Germany (Ethics approval 367/2002). Blood
was drawn into 9 ml sodium heparin tubes from T1D and healthy donors (Table S4) under the Ethics approval DC-2015-2536
lle-de-France |. Informed consent was obtained from all subjects, or next-of-kin for islet donors. For in-situ MMr staining, pancreas
and PLN sections were provided by nPOD.

METHOD DETAILS

Purification of pHLA-I Complexes

W6/32 and HC10 anti-HLA-I mAbs were purified on a protein A Prosep Ultraplus column (Millipore) from hybridoma supernatants.
The W6/32 mAb recognizes a conformational epitope formed by the interaction of the HLA-I heavy chain and B2-microglobulin
and was used for purifying pHLA-I complexes and for flow cytometry in conjunction with an FITC-conjugated goat anti-mouse
Ig Ab (BD). The HC10 mAb recognizes a linear epitope on the HLA-I heavy chain and was used for western blotting along with an
anti-a-tubulin mAb for loading control (Figure 1B). Since a-tubulin expression is higher in ECN90 B cells than in primary islets, an
anti-B-actin mAb was used for loading control to compare HLA-I expression and upregulation between the two cell types (Figure 2G).
To this end, the membrane previously probed for HLA-I (45 kD) was stripped and reprobed for B-actin (42 kD).

The HLA-I peptidome of the ECN9O0 B-cell line was obtained from 5 biological replicates. A single biological replicate was available
for primary human islets. Frozen cell pellets (~20x10%/condition for ECN90 cells; ~25,000 islet equivalents/condition for primary
islets, corresponding to ~19x10° B cells) were resuspended in a buffer containing 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 0.1% (v/v) Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche), and 1% (w/v) octyl-B-D glucopyranoside (Sigma). Lysis was carried
out at 4°C for 1 h under rotation, with two sonication steps at 30 and 60 min. Lysates were cleared by centrifugation and pHLA-I com-
plexes immunoaffinity-purified with the W6/32 mAb covalently bound to Protein A Sepharose CL-4B beads (GE Healthcare) by
dimethyl pimelimidate cross-linking. Beads were subsequently loaded on GELoader Tips (20 pl; ThermoFisher) and washed before
elution of pHLA-I complexes with 10% acetic acid. Aliquots were collected at each washing and elution step for analysis by 12%
SDS-PAGE and western blot using the HC10 mAb to verify the yield and purity of the eluted HLA-I.

Eluted peptides and the associated HLA-I heavy chain and p2-microglobulin obtained from 20x10° cells were concentrated to 20 pl
by vacuum centrifugation, acidified with 10 ul of 1% formic acid (Normapur) and loaded on C18 stage tips (ThermoFisher) prewashed
with 100% methanol and equilibrated with 2% acetonitrile (ACN) in 0.1% formic acid in LC-MS grade water. After loading, the C18
stage tips were washed with 2% ACN/0.1% formic acid and peptides separated from the HLA-I heavy chain and 2-microglobulin
species by eluting them with 50% ACN/0.1% formic acid. The ACN was evaporated by vacuum centrifugation and the peptides
resuspended up to 6 pl of volume in a solution of 2% ACN/0.1% formic acid and spiked with 10 fmol/ul of a cytomegalovirus
pp65 495-503 peptide (NLVPMVATV) as internal control. For LC-MS analysis, 5 ul of this peptide solution were used.

LC-MS/MS

Peptides were loaded and separated by a nanoflow HPLC (RSLC Ultimate 3000, Dionex) on a C18 Acclaim PepMap nanocolumn
(50 cm length, 75 um internal diameter; Dionex) coupled on-line to a nano-electrospray ionization Q Exactive HF mass spectrometer
(ThermokFisher) with a glass emitter (New Objective). Peptides were eluted with a linear gradient of 2%-50% buffer B (80% ACN,
0.05% formic acid) at a flow rate of 220 nl/min over 60 min at 35°C. Data were acquired using a data-dependent acquisition “Top
20” method. We acquired one full-scan MS spectrum at a resolution of 60,000 at 200 m/z with an automatic gain control (AGC) target
value of 3x10° ions, followed by 10 MS/MS spectra in higher energy collisional dissociation mode on the 10 most intense ions at a
resolution of 15,000 at 200 m/z with an AGC target value of 1x10° with a maximum injection time of 120 ms and a dynamic exclusion of
20 s. Unassigned precursor ion charge states and charge states >4 were excluded. The peptide match option was set to ‘preferred’.
The resulting spectra were analyzed by MaxQuant (www.coxdocs.org) using a custom database comprising: a) the reference human
proteome (Swiss-Prot/UniProt, up000005640, release December 2012); b) an in-house database containing 119,305 predicted
peptide splice products (Berkers et al., 2015) from major known and candidate B-cell protein Ags (Figure S1 and Data S1); and c)

Cell Metabolism 28, 946-960.e1-e6, December 4, 2018 e3

CellPress

189


http://www.coxdocs.org

Cell’ress

the predicted aa neo-sequences encoded by mRNA splice variants identified by RNASeq. The following parameters were set:
enzyme specificity: unspecific; variable modifications: methionine, tryptophan, and histidine oxidation (+15.99 Da), cysteine oxida-
tion to cysteic acid (+47.98 Da) and tryptophan conversion to kynurenine (+3.99 Da); maximum false discovery rate 5%. Since the MS
identification was targeted on HLA-I-eluted peptides rather than on proteins, the protein false discovery rate parameter was set to
100%. The initial allowed mass deviation of the precursor ion was set to 10 ppm and the maximum fragment mass deviation was set
to 20 mDa. The “match between runs” option was enabled to match identifications across different replicates in a time window of
0.5 min and an initial alignment time window of 20 min.

RNA-Seq

RNAs from 5 individual preparations of primary human islets exposed or not to IFN-y and IL-18 for 48 h and from HLA Class II° and
Class I" human mTECs were sequenced on an lllumina HizSeq 2000 at high depth (coverage >150x10° reads, which is sufficient to
detect >80% of slice variants). RNA sequencing reads were mapped to the human reference genome hg19 using TopHat 2 and the
Gencode release 18 annotation dataset. Mapped reads were used to quantify abundance and analyse the differential expression of
genes and transcripts using Flux Capacitor (Montgomery et al., 2010).

Ilo

HLA-I Peptidomics and Transcriptomics Bio-Informatics Analysis

Predicted HLA-I binding affinities for each nonamer peptide were visualized as sequence logo plots using Gibbs clustering (www.
cbs.dtu.dk/services/GibbsCluster; Figure 1D), and as heat maps (Figure 1E) using the open-source script of Caron et al. (Caron
et al., 2015).

For conventional peptides, source proteins were selected with Perseus (www.coxdocs.org) based on: a) a non-ubiquitous expres-
sion pattern, based on the Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org); b) a pancreas- and B-cell-enriched expression pattern,
based on the Human Protein Atlas, the Human Protein Reference Database (www.hprd.org) and the Single-Cell Gene Expression
Atlas of Human Pancreatic Islets (http://sandberg.cmb.ki.se/pancreas). The bioinformatics analysis pipeline is detailed in Figure 1G.
The 3,544 peptides identified were first filtered based on inter-sample reproducibility (>2 of 5 biological replicates; n=2,997, 85%)
and aa length (8-12 aa; n=2,795, 93%). For all peptides, the final filter was based on an enrichment in HLA-I-purified samples
compared with mock-purified ones based on m/z peak intensity, which verified the specific association of the identified peptides
with pHLA-I complexes. From this dataset, we identified:

1) 217 (8%) peptides derived from ubiquitous proteins carrying PTMs (blue pipeline in Figure 1G), from which 99 (46%; Table S2)
were enriched in HLA-I-purified samples.

2) 15 (0.5%) peptide splice variants (brown pipeline in Figure 1G; see Figure S1 for the identification strategy), from which 10 (67 %)
were enriched in HLA-I-purified samples (listed in Table S1).

3) The remaining 2,561 peptides (both conventional and PTM species derived from B-cell-enriched proteins; red pipeline in Fig-
ure 1G) were filtered by Perseus based on non-ubiquitous expression of their source proteins (n=411; 16%), using the Human Protein
Atlas; and pancreas- and B-cell-enriched expression (n=139, 34%), using the Human Protein Atlas, the Human Protein Reference
Database and the Single-Cell Gene Expression Atlas of Human Pancreatic Islets. Finally, the 86 (62%) remaining peptides were re-
tained as enriched in HLA-I-purified samples (listed in Table S1).

4) mRNA splice variants (green pipeline in Figure 1G; n=2, 0.1%; both enriched in HLA-purified samples; listed in Table S1) were
identified by analyzing the HLA-I peptidomics dataset against the predicted aa neo-sequences obtained from RNA-seq analysis. For
this RNA-seq pipeline (dashed boxes in Figure 1G), 53,280 mRNAs were filtered based on:

a) A median RPKM>5 in islets, either under basal or inflammatory conditions, a cut-off selected based on the median RPKM of
known islet Ags (islet expression filter; n=14,504, 27 %).

b) A median RPKM<0.1 in mTECs (either HLA Class II'° or Class II"), or a median RPKM fold-decrease>100 vs. islet (NTEC expres-
sion filter; n=908, 6%).

c) A median RPKM fold-increase>10 in islets compared to 12 control tissues (adipose tissue, breast, colon, heart, kidney, liver,
lung, lymph node, ovary, prostate, skeletal muscle, white blood cells), using the lllumina BodyMap 2.0 dataset (islet enrichment filter;
n=166, 18%). Tissues of neuroendocrine origin (brain, testis, adrenal gland and thyroid) were excluded for this filtering.

d) We subsequently focused our analysis on mRNA isoforms, as described (Eizirik et al., 2012; Villate et al., 2014). The predicted
translation products were aligned using MUSCLE 3.8 (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle), and aa neo-sequences were defined by
comparing the predicted aa sequence of each mRNA isoform with that of the reference mRNA, taking as reference the longest and/or
most prevalent mRNA isoform in islets (neo-sequence generation filter; n=88, 53%).

The 336 predicted aa neo-sequences obtained from these 88 mRNA variants were used to interrogate HLA-I peptidomics datasets
and searched in parallel for:

e) Potential HLA-A2 binders, based on their predicted HLA-A2 binding affinity (Kp<100 nM by NetMHC 4.0; www.cbs.dtu.dk/
services/NetMHC) and stability (half-life >1.5 h by NetMHCstab 1.0; www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCstab-1.0) (predicted HLA-
A2 binding filter; n=66, 20%).

f) A 9-10-aa length (peptide length filter; n=43, 65%).

g) A neo-sequence >3 aa (neo-sequence filter; n=39, 92%).

Overall, this combined HLA-I peptidomics and transcriptomics analysis pipeline led to the identification of 99 in vitro PTM candi-
dates from ubiquitous proteins (Table S2); 10 in vitro peptide splice candidates, 86 in vitro candidates from B-cell proteins (including
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PTM variants) and 2 in vitro mRNA splice candidates (Table S1); and 39 in silico mRNA splice candidates (Figure S2I). PTM candidates
were not further analyzed. The other candidates underwent additional filtering steps to focus subsequent studies on HLA-A2-
restricted peptides. Predicted HLA-A2 binders were first selected in silico using NetMHC 4.0 and NetMHCstab 1.0 (except for in silico
mRNA splice candidates, which had already been filtered for predicted HLA-A2 binding in the same way), then in vitro for experi-
mental HLA-A2 binding and, finally, for CD8" T-cell recognition.

HLA-A2 Binding Assays

Peptide binding to HLA-A*02:01 was measured using the transporter associated with Ag processing (TAP)-deficient T2 cell line. TAP
deficiency leads to defective translocation of endogenous peptides from the cytosol into the ER, leading to the expression of unsta-
ble, empty HLA-A*02:01 molecules on the cell surface. This expression is stabilized in the presence of HLA-A*02:01-binding
peptides, resulting in a higher surface expression that can be monitored by flow cytometry. T2 cells were washed in RPMI medium
and plated in round-bottom 96-well plates at 0.2x10° cells/200 pl in the presence of 5 g/ml p2-microglobulin. Peptides prepared in
DMSO were sequentially diluted 4-fold in RPMI and added to final concentrations of 102.4 to 0.1 uM for 24 h at 37°C, 5% CO.. The
HLA-A*02:01-binding peptide Flu MPsg_¢s (GILGFVFTL), and a non-binding peptide CHGAgzg2-390 (HPVGEADYF) were included as
positive and negative controls, respectively. After incubation, the cells were washed twice with ice-cold phosphate-buffered saline
(PBS) and stained with the viability marker Live/Dead Red and mouse anti-HLA-A2 mAb BB7.2, followed by an Alexa Fluor
488-labeled goat-anti-mouse IgG Ab (Interchim). Following acquisition on a BD Fortessa cytometer, results were analyzed by gating
on viable cells and expressed as the median fluorescence intensity fold increase of the test peptide compared with the negative con-
trol peptide at the same concentration.

HLA-A2 MMr Assays

All peptides were synthesized at >90% purity (Synpeptides). HLA-A2 MMrs were produced and used as described (Culina et al.,
2018). Each pHLA-A2 complex was used at a final concentration of 8-27 nM and conjugated with fluorochrome-labeled streptavidin
at a 1:4 ratio. The combinatorial MMr panel was first set up by staining HLA-A2* PBMCs with the same set of fluorescent streptavidin-
labeled MMrs, all loaded with the Flu MPsg_gg epitope. Compensations were set using fluorescence-minus-one samples (i.e. omitting
one streptavidin at a time). The concentration of each fluorescent MMr was corrected for the variable staining index of each
streptavidin, in order to obtain a distinct double-MMr* population for each fluorochrome pair. The identification of the same MMr*
population by each pair validated the panel. PBMCs were isolated by density gradient centrifugation using 50 ml Leucosep tubes
(Greiner/Dominique Dutscher), washed twice in RPMI medium supplemented with AB human serum (Sigma), counted on a
ThermoFisher Countess Il automated counter and frozen in pre-chilled 10% DMSO solution in AIM-V medium (ThermoFisher) using
CoolCell containers (Biocision) stored overnight at —80°C prior to transfer into liquid nitrogen. At thawing, PBMCs were immediately
diluted in pre-warmed AIM-V medium. Following centrifugation and one additional wash in AIM-V, PBMCs were counted and rested
in the presence of 50 nM dasatinib for 30 min at 37°C before magnetic depletion of CD8 cells (StemCell Technologies). Staining was
performed for 20 min at 20°C in 20 ul PBS-dasatinib for 10” cells with the combinatorial double-coded MMr panels (Culina et al., 2018)
detailed in Figure 3, followed, without washing, by mAb and Live/Dead Aqua staining at 4°C for 20 min. After one wash, cells were
acquired using a FACSAria lll cytometer configured as detailed in Table S6. Candidate epitopes binding to HLA-A2 (Figure S2) that
did not yield any appreciable MMr staining provided negative controls for each panel. Data were analyzed with FlowJo software as
described in Figure 3. Cells were sequentially gated on small lymphocytes, singlets, live cells (Live/Dead Aqua™), CD3*CD8* T cells
and total PE*, PE-CF594*, APC™, BV650*, BV711* and BV786" MMr* T cells. Using Boolean operators, these latter gates allowed
to selectively visualize each double-MMr* population by including only those events positive for the corresponding
fluorochrome pair. For example, UCN34_¢ MMr* cells (PE*PE-CF594") were visualized by gating on events that were PE*PE-CF594*
APC™BV650 BV7117BV786™. Events negative for all MMr fluorochromes (PE~PE-CF594"APC~BV650 BV711"BV786~) were rep-
resented in the same PE/PE-CF-594 dot plot to set the double-MMr* gate, as shown in Figures 4A-4F. CD45RA and CCR?7 staining
was subsequently visualized by gating on these MMr* cells. Each dot plot of Figures 3B and 3C displays a color-coded overlay of
each double-MMr* fraction and of the MMr~ population to visualize the separation of each epitope-reactive CD8* T-cell fraction
relative to the others.

In-Situ HLA-A2 MMr Staining
In-situ immunohistochemistry staining was performed as described (Culina et al., 2018). Unfixed, frozen sections were dried for 2 h,
loaded with 1 pg of PE-labeled MMrs overnight at 4°C, washed gently with PBS and fixed in 2% paraformaldehyde for 10 min. After a
further wash, endogenous peroxidase activity was blocked with 0.3% H,O,. Sections were then incubated serially with a rabbit
anti-PE Ab (Abcam), horseradish peroxidase-conjugated swine anti-rabbit Ig (Dako) and 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride
substrate (ThermoFisher). After a final wash, sections were counterstained with hematoxylin, dehydrated via sequential passages
in 95%-100% ethanol and xylene, mounted, and analyzed using a Nikon Eclipse Ni microscope with NIS-Elements D software v4.40.
In-situ immunofluorescence staining was performed similarly, but non-specific reactions were blocked with 5% goat serum for 2 h
at room temperature before serial incubations with rabbit anti-PE Ab (1:250, 1.5 h at room temperature) and Alexa Fluor 594-conju-
gated goat anti-rabbit IgG (ThermoFisher; 1:500, 1 h at room temperature). After a further wash, sections were incubated for 1 h at
room temperature with rat anti-CD8 mAb (Abcam; 1:100) together with mouse anti-CD45R0O mAb (BioLegend; 1:200) followed, after
one wash, by one final incubation for 1 h at room temperature with Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rat IgG together with Alexa
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Fluor 647-conjugated goat anti-mouse IgG (1:500/each; both from ThermoFisher). After DNA counterstaining with DAPI, sections
were mounted and analyzed using a Leica TCS SP5 confocal laser scanning microscope with LAS software v2.6.0.7266.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Statistical details of experiments can be found in the legends of each figure. A two-tailed p<0.05 cut-off was used to define statistical
significance.

DATA AND SOFTWARE AVAILABILITY

The custom script used to predict peptide splice products is provided in Data S1. The islet RNA-seq datasets have been deposited
under GEO: GSE108413. The mTEC RNA-seq dataset is provided in Data S2.
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Figure S1. Related to Fig. 1G. Schematic of the strategy used for predicting peptide splice variants.
The indicated known or putative B-cell Ags (first column; PPI, IGRP, CHGA, SCGS5, PTPRN/IA-2, NPY,
SLC30A8/ZnT8, IAPP, PCSK2, GAD2/GAD65) were scanned with an in-house Python script (Data S1)
based on reported peptide splicing preferences (Berkers et al., 2015) for the presence of the indicated N-
and C-terminal preferred precursor sequences (second and third column, respectively, where ® indicates
any hydrophobic aa residue). Each N-terminal precursor sequence identified was then combined with each
C-terminal precursor sequence, derived either from the same protein (cis-splicing) or from a different
protein (frans-splicing). An example is shown for PPI and IGRP. The 119,305 predicted peptide splice
sequences thus obtained (26,396 cis-spliced and 92,909 trans-spliced) were saved in FASTA format and
appended to the Swiss-Prot human proteome database used for assigning aa sequences to the identified MS
spectra with the MaxQuant algorithm.
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Figure S2. Related to Fig. 4. HLA-A2 binding measurements for the B-cell peptides selected for CD8*
T-cell validation. (A-F) Flow cytometry measurement of peptide binding to HLA-A2 using TAP-deficient
T2 cells. T2 cells were pulsed with the indicated peptides at 4-fold sequential dilutions (102.4 to 0.1 pM) at
37°C and stained for HLA-A2. Representative stains at 0.4, 6.4 and 102.4 uM are shown for peptides that
are weak binders (IAPPis.17/5-10; A), intermediate binders (SCG5-0091s6-194; B), strong binders (PCSK230-3s;
C) and non-binders (GAD2257.265; D), along with the non-binding (ChgAs3s2-390; E) and binding (Flu MPss-cs;
F) control peptides included in each assay. G. Plotting of relative median fluorescence intensity values
(arbitrary units, AU) for all peptide dilutions normalized to the non-binding ChgAss2-390 control peptide.
Representative examples of two independent experiments are shown. (H-I) Summary of the HLA-A2
binding values measured for the B-cell peptides selected from the in vitro HLA-I peptidomics (H) and in
silico RNAseq pipeline (I) using the T2 assays depicted in panels A-G. The relative median fluorescence
intensity measured at 25.6 and 102.4 pM peptide concentrations is shown along with their relative ranking:
— (<1.50 AU); + (1.50-1.99 AU); ++ (2-2.49 AU); +++ (>2.50 AU). The in silico predicted HLA-A2
binding affinity (NetMHC 4.0) and stability values (NetMHCstab 1.0) are also shown. Peptides in bold red
fonts bound HLA-A2 and were retained for CD8" T-cell validation, with those eventually validated (see Fig.
4) highlighted in grey. In panel H, the GAD2257-265 peptide eluted from ECNO9O0 cells with a predicted HLA-
A3 restriction is included as negative control. For B-cell peptides selected from the in silico RNAseq
pipeline (panel I), RPKM values of the source mRNA splice variant in control- and cytokine-treated islets
are shown in the last two columns. The color codes indicate no change in mRNA expression (<2 log: fold-
change, either positive or negative; green), an increase for cytokine-treated islets (>+2 log> fold-change; red)
or a decrease for cytokine-treated islets (<—2 logz fold-change; blue).
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Fig. S3. Related to Fig. 6. Screening of HLA-A2-restricted peptide reactivities in pancreas-
infiltrating cells from a T1D case. Pancreas sections from T1D EUnPOD case #060217 (39-year-old
female, T1D duration 21 years, positive for anti-GAD aAbs) were immunohistochemically stained in situ
with the following MMrs: IAPPi5-17/5-10 (A-B), ISL1276-284 (C-D), SCG5-009186-194 (E-F), UCN319 (G-H)
and the positive control PPls.14 (I-J). For each MMr, pancreas images at 20X magnification are shown on
the left (scale bar 100 pm), and higher magnifications of the dotted areas are shown on the right (scale bar
36 um).
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ABCCS Q09428 611619 lgrLssm 8%40:01 16 80) 0|
ABCCS Q09428 787-795 IIFESPENK A*03:01 156 22
AMPH P49418 459-467 EEPVEEAVI B740:01 3182.1 03
[AP3B2 Q13367 403-411 NETNIPTVL B8%40:01 447 13
cial;ciale Q86723,075973 196-204 |ASNSVILHL C*03:04 8372 02
CADPS;CADPS2 Q86UW7;00ULUS 780788 [sLLErRVIMK [A*03:01 276 51
CADPS;CADPS2 Q86UW7;09ULU8 780-788 [SLLERVIM(+15.99)K [A703:01 276 51
CHGA P10645 2-10 [RsAAVLALL C*03:04 5689 03
CHGA P10645 120-130 [AVEEPSSKDVM(+15.99) _|C*03:04 31195 02
CHGA 10645 120-131 [AVEEPSSKDVM(+15.99)F _ [NA NA NA
cHGA P10645 121130 VEEPSSKDVM 8°40:01 7812 05
CHGA P10645 121131 VEEPSSKDVM(+15.99)F __ [NA NA NA
CHGA P10645 343-352 KMDQLAKEL A*02:01 5438 06
CHGA P10645 344-354 KMDQUAKELTA A*02:01 8232 06
CHGA P10645 344-354 KM(+15.99)DQLAKELTA __|A*02:01 8232 06
CHGA P10645 344-355 NA NA NA
CHGA P10645 380-389 [AYGFRGPGPQ NA NA NA
CHGA P10645 381390 YGFRGPGPQL c*03:04 380 02
CHGA P10645 383-390 FRGPGPQL cr07:01 3053 01
CHGA P10645 402-409 SLEAGLPL [A*02:01 3004 08
CHGA P10645 402-411 SLEAGLPLQV [A*02:01 1151 13
CHGA P10645 403-411 ITEAGLPLQV B*40:01, B*49:01 402.0,343.9 038,07
cHGB. PO5060 [603-613 RVAQUDQLLHY A*03:01 6418 09
cPE P16870 83-91 FEGRELLVI B740:01, B*49:01 2231, 2644 06,04
(CPE/PTPRN;CPE/PTPRN;CPE/PTPRN |P16870/Q16849;P16870/Q16849;P16870/Q16849 |61-66/133-135;61-66/28-30;61-66/949-051 |EALVSV/RPG NA NA NA
DLKI 80370 412 TEALLRVLL B740:01 204 13
ESRRG P62508 361-369 LEKEEFVTL B740:01 455 09
FAM1718 Q6995 19-28 VLLKARLVPA A*02:01 1488 24
GAD2 Q05329 257-265 KMI(+15.99)FPEVKEK [A*03:01 480 47
GAD2/GAD2 005329/Q05329 97-104/460-462 LLPAC(+47 98)DGERAK __|A*03:01 39843 03
GPR119 QsTDVS 4856 |avabruey [A*02:01 93 32
Q%6Li6 143151 [FskiaanFa NA NA NA
P11021/P11021 215220/74-76 EGEKNIRLI [Na NA NA Not detected
P10997/P10997;Q16849/P10997 15-17/5-10;596-598/5-10 [VAL/KLQUFL C*03:04, A*02:01 612.5,3599.1 02,05
000425 552-560 KIQEILTQV A*02:01 205 93
Q16352 170-178 GLAEEVQRL A*02:01 307 23
P01308 2-10 [ALWMRLLPL A*02:01 267 56 Not detected
P01308 2-10 [ALW(+3.99)M(+15.99)RLLPL |A*02:01 267 56
P01308 614 [RLLPLLALL A*02:01 116 80
P01308 1524 [ALWGPDPAAA [A*02:01 95 18
P01308 1524 [ALW(+3.99)GPDPAAA [A*02:01 95 18
P01308 1524 [ALW(+15.99)GPDPAAA __|A*02:01 95 18
P01308 15-26 |ALWGPDPAAAFY [A*02:01 82 66
P01308 2938 HLC(+47.98)GSHLVEA [A*02:01 5211 15
P01308 3042 HLVEALYLY. [A*02:01 33 178
P01308 56-66 REAEDLQVGQY 8740:01 1278 10 Not detected
P01308 [58-66 |AEDLQvGav 8720:01 9648 06
P01308 58-68 [A€DLaveaveL 8740:01 361 15
IN5-006 56-65 REAEDLQGSL 8%40:01 99 14
P01308/Q16849 15-21/437-439 |ALWGPDP/KVN NA NA NA
P01308/Q8IWU4 15-20/3033 [ALWGPD/KPVN NA NA NA 0.18
P61371 276-284 |GLaaNPVEY [A*02:01 826 24 [ o~
Q5VZ66;096AA8 3139 KLTDIQIEL [A702:01 83 62 Not detected
Q96755 129-137 [ALLGIPLNY [A*02:01 115 38
Q96755 1321 RVLPLLLAY [A*03:01 1503 05
Q12756,043896;060333 153161 RVRDLLNPK [A703:01 1385 66
Q12756 219228 [AVENIIFTOK [A703:01 249 50
Q12756,060333 734-743 KEANAISVEL B*40:01 106 26 Not detected
Q12756 796-805 [ATHYWTLEKL c*03:04 19258 02
Q12756 860-868 LLYPVPLVH A*03:01 1198 06
Q12756 877-885 GEVKGFLRV B740:01 106.6 07
Q12756 1347-1355 [VLDTSVAYV A*02:01 63 83
Q12756 1480-1488 KLSEMSVTL A*02:01 69 62
Q12756 1480-1488 .99)SVTL [A*02:01 69 62
Q8NEVa 1517-1525 NA NA NA
Q13562 291299 B8%40:01 199 17
NPCILL Qounco 11581167 |LGLDLRSGLL c*03:04 48282 01
INPY/PTPRN;NPY/SCGS P01303/Q16849;P01303/P05408 13-18/166-168;13-18/488-490 [TALSL/KLL [A702:01 754.6 07
pCsK1 29120 517-525 RRGDLHVTL c07:01 2045 01
pCsk1 29120 706-714 KLNKPSQLK A*03:01 169 131
pcsk2 P16519 [3038 [FTNHFLVEL [A*02:01, C*03:04 434,400 26,04
PCSK2/PTPRN;PCSK2/PTPRN P16519/Q16849;P16519/Q16849 479-483/70-73,479-483/885-888 IPSTG/RPLL c*03:04 2916.3 02
POX1 P52945 109-117 LEEPNRVQL 8%40:01 62.2 09
PEG10 Q86767 158-166 FEDPQRREV. 8%40:01 17317 04
PEG10 Q86767 380-388 HEYVAQNGI 8%40:01 87.0 10
PIK3R3;PIK3R1 Q92569;P27986 144-152,412-420 A*02:01 220 42
PIK3R3 Q92569 289-298 B8%40:01 1405 11
PNMA2 QouLa2 [50-58 [A703:01 163 100
PNMA2 QouLaz 247-255 cr07:01 480 01
PRPH P41219 171-179 GLAEDLAAL [A*02:01 72 25
PRPH 41219 377-385 REYQELLNV B%49:01 59.8 10
PTPRN Q16849 156-164 RLPQPPVGK A*03:01 3267 21
PTPRN Q16849 [509-516 VGPALTE C*03:04 19084 01
PTPRN;PTPRN2 292932,016849 965-975 |AVAEEVNAILK A*03:01 2130 35
PTPRN/PTPRN 016849/016849 576-580/708-711 SVLLT/RLAK A*03:01 842 16
RTN1 Q16799 120-129 STYFTGILQK A*03:01 17.0 47
scG3 Q8WxD2 166-174 |AVFDKIVSK A*03:01 377 47
P05408 182-191 SVNPYLQGQR A*03:01 15434 04
P05408 182-192 SVNPYLQGQRL c*03:04 7856 02
P05408 186-196 [YLaGaRLONWY [A*02:01 1518 17
5CG5-009 193-201 [A*03:01 255 136
asiwua 6-16 [A703:01 387 73
Q81WU4/P01303;Q81WU4/P10645 16-21/90-92;16-21/357-359 A*03:01 8030 04
060284 [A*02:01 82 29
’gp P08247 B°40:01 281 14
UBE2QLT ALL167 [sLEowNVKL A*02:01 38 44
[ucns Q9693 MLMPVHFLL A*02:01 25 122
[ucns Q969€3 GQWEDASLLSK A*03:01 4259 14 Not detected

Table S1. Related to Fig 1G, 2A-E. List of
the 98 HLA-I-bound peptides identified in
ECN90 B cells. The bioinformatics filters
depicted in Fig. 1G were applied and the B-cell-
enriched (n=86; conventional and with PTMs),
peptide splice (n=10) and mRNA splice (n=2)
aa sequences identified are listed in the
alphabetical order of their source proteins.
HLA-I restrictions were assigned based on the
top scores of predicted affinity and stability, as
determined by NetMHCstabpan
(www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCstabpan).
The percent of positive biological replicates out
of 5 analyzed are listed for IFN-y-treated, IFN-
v/TNF-o/IL-1pB-treated and untreated (basal)
ECNO90 B cells. The last two columns display
the log, median fold change (FC) in peptide
content for IFN-y vs. basal and IFN-y/TNF-
o/IL-1p vs. basal conditions, respectively. The
color codes indicate no change (<2 log, FC,
either positive or negative; green), an increase
for cytokine-treated conditions (>+2 log> FC;
red) or a decrease for cytokine-treated
conditions (<-2 log, FC; blue). HLA-A2-
restricted peptides in bold red fonts were
further analyzed for their recognition by CD8"
T cells, with those eventually validated as
recognized by the naive CD8" T-cell repertoire
(see Fig. 4) highlighted in grey. The remaining
HLA-A2-restricted peptides were excluded
because they were either length variants of
peptides with better affinity scores or B-cell
epitopes already described in the literature, i.e.
PPLr.10, PPls.14, PPlisa4, PPlosg (INSgs.i4),
PPl3s4>  (INSgio1s). The PTM  peptides
identified as originating from ubiquitous
proteins are listed separately in Table S2. NA,
not available.
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[Source protein(s) [Accession number(s) [Amino acid positions[Sequence [HLA restriction _|Predicted affinity (nM) [Predicted stability (h) [IFN-y (%)[IFN-y/TNF-a/IL-1B (%) [Basal (%) IFN-y log2 FC [ 1FN-y/TNF-a/IL-1 log2 FC|
[AAmP 136 | ATGDM(+15.99)SGLLK A*03:01 25354 20 40 40 2 009 063
IABCB1 P08183 RLYDPTEGM(+15.99)VSV A*02:01 5.4 133 60|
IACTN4 043707 [AEFNRIM(+15.99)SL B*40:01 176 19 0] 40
AP1M2 Q9veQs IEHFM(+15.99)PLLV. B*40:01, B*49:01] 263.3,147.7 0.8,09 40| 20|
[APOLE QoBwws [AVISGVM(+15.99)sL €*03:04, A*02:01] 989,223 13,03 40 20|
[ARMCX1 Q9p291 KEW(+3.99)DREILL 8%40:01 265 14 100] 9|
[Asxt1 SRR [ GEFTHEM(+15.99)QV 8%40:01 103.4 11 40 20|
[ATP6VOB Q99437 [SM(+15.99)FGAGLTV A*02:01 14.3 26 20| af 13 [ 051 |
[3RD8 Q9HOE9 | AEFQRDIM(+15.99)L B*40:01 182 17 20|
BUB1B 060566 |IEDRPM{+15.99)PKL B*40:01 1413 08 80| 0]
C160rf62 Q723)2 |RTM1¢15.99)VKTLEV A*03:01 98.7 18 6_0{ 0|
ceng1 P14635 ILIDW(+3.99)LVQV A*02:01 22 56.6 40| 200 o045 |
cct8 P50990 KVADM(+15.99)ALHY A*03:01 1224 2.0 43‘ of
coc73 Q6P1I9 [GTYHGM(+15.99)TLK A*03:01 125 134 9| 9| Not detected
COPG1;,c0PG2 Q9Y678,Q9UBF2 [ AVRTLNKVAM(+15.99)K A*03:01 2270 10 100) of
COX11 Q9Y6N1 [AEDPRM(+15.99)IKV. B*40:01, B*49:01 1308.6, 1530.9 07,06 60 -053
CTNNAL P35221 8*20:01 299 10 60) 068
CTNNB1 P35222 C*03:04 303 0.3 60|
DEGS1 015121 A*02:01 66.9 45 0]
DES;INA;NEFH;NEFM;VIM Q16352;P17661;P07197;P12036;P08670 8*40:01 253 17 40|
Q14562 8%40:01 96 18 80)
P15924 A*02:01 69.6 09 20
Q04637 A*02:01 86.7 16 40
FAM136A Q96C01 A*03:01 3317 57 0]
FBXO21 094952 A*02:01 323 17 20
G38P1 Q13283 C*07:01 614 02 20
GNAS Q5IWF2;63092 [AM(+15.99)SNLVPPVEL A*02:01 410 19 100 100)
GNAS Q5IWF2;P63092 ALW(+3.99)EDEGVRA A*02:01 106.1 11 20
GNB1,GNB2;GNB3 P62879,P62873;P16520 [ATGSW(+3.99)DSFLK A*03:01 2216 16 40
Q16538 AW(+15.99)IILSISAK A*03:01 3880.6 02 100 100) 124
Q99871 PLDM(+15.99)QPLL A*02:01 3427.1 04 0| Not detected
Q8IV36 | GTAM (+15.99) WFRTY A*03:01 1730.8 0.2 z% -0.76
P30488;P30487;P30483;P30466 VVATVM(+15.99)CRR A*03:01 766.3 0.6 0 [ 100 ]
Q03933 |SLw(+3.99)KEVSEL A*02:01 303 19 40| [ 021 |
P08238,Q14568,Q58FF8;P07900 |AEIAQUM(+15.99)sL 8%40:01 82 24
Qovory A*03:01 443 60
095757;p34932 A*02:01 73 275 100| [ o018 |
P09912 C*03:04 6.3 03
043187 A*03:01 289 09 80| 20| 078
014896 B*40:01, B*49:01] 99.7,81.9 1.4,2.0 200 40] -1.07
060684;P52294;015131 A*02:01 9.7 43 60 40| 0.66.
P08727;P08727 B8*49:01 120.8 0.8 200 of
Q8WXG6 A*02:01 27 98 s a0
|AOILT2 A*03:01 143 29.2 40| 0]
Pa6013 A%03:01 175 27 aol 2ol _a4e | 102 |
Pa2345 [1189-1197 A*03:01 615 07 a0 29| [ 03 ]
P61599 99 A*02:01 22 515 o 20| 165
Q99608 161-169 A*03:01 4.1 25 9| Not detected
Q15155;P69849;Q51PE7 1067-1075 B*40:01, B*49:01] 332.6,132.9 0.7,0.7 40| [ o062 |
Pa8s52 745-753 ALSEQILM(+15.99)V A*02:01 59 121 9|
Q965U4 138-147 |£LFDDKLQNC('47 98) A*02:01 188.0 15 100| 40|
Qa60NS 278-288 KVLDTIM(+15.99)ATKL A*02:01 212.1 13 9|
P12004 197-205 B8*40:01 245 2.3 40|
P12004 117-126 A*02:01 53 88 20
QsnBP7 194-202 8*40:01 142 17 zo
P14618;P30613 21-29 A*03:01 3659 10 0| Not detected
QoHCM2 1538-1547 NA NA NA 40)
Q9v244 124-132 B8+40:01 17.9 11 100| af 130 [ 002 |
PRKAR1A;PRKAR1B P10644;P31321 244-253 A*02:01 34 101 of
PRKDC P78527 1302-1311 A*03:01 69.1 46 60
P25787 113-121 RVASVM(+15.99)QEY A*03:01 553.4 0.6 200 029 [ o8 |
P28065. 15-24 |GEVHTGTTIM(+15.99) B*40:01 40.3 1.1 0|
Q62703 184-194. RTM(+15.99)SEAALVRK A*03:01 442 17.1
095072 199-207 |AEPIRM(+15.99) LT NA NA NA 100)
Q86UA6 128-136 |AEW(+3.99)EANPLI 8740:01, B*49:01 201,355 12,12
P8a098 137-145 ILM(+15.99)EHIHKL A*02:01 24 393
P39023 324333 | GEVTNDFVM(+15.99)L 8%40:01 161 12
P04844 619-627 RM(+15.99)LAQQAVK A*03:01 314 44
P62273 5-13 QLYW(+15.99)SH(+15.99)PRK A*03:01 143 22 0]
Q9BY50 [180-189 AVM(+15.99)GAYVLLK A*03:01 263 122 4%
Q9BY50 [2432 KM(+15.99)NKRQLYY A*03:01 119 15 80)
Q92503 593-601 [QUDKVW(+3.99)aL A*02:01 39 52
P62341 32-42 KM(+15.99) QYATGPLLK A*03:01 251 76
Q9UHDS 492-500 REM(+15.99)IPFAVV 8%40:01 178 17
QWK 311 |AEVOKLELM(+15.99) 8%40:01 1212 10 100)
Q00325 RQIPYTM(+15.99)M(+15.99)K A*03:01 382 14.0
[A6NHRY REIQDDM(+15.99)QTL 8*40:01 89 14
Q08945 RVM(+15 99)KALVNR A*03:01 251.0 36
Pa2224 300-308 [Viw(+3.99)DRTFSL A*02:01 35 83 20
095793 416-424 |GILPMm(+15.99)vPEV A*02:01 83 72 20)
P31948 252262 lgmvmmms.qs)m B*40:01, B*49:01] 125.7,135.9 0.9,09 60|
Q8TEA7 123131 LLDRKGH(+15.99)IK A*03:01 8408 06 0|
095932 617-626 |M(*15.99)VGVAVTVEV A*02:01 171.4 1.0
Q6I9Y2 76-84 REM(+15.99)ENYEKI B*40:01, B*49:01 227,927 10,14
014925;Q55RD1 161-169 |GTMTGM(+15 99)LYK A*03:01 162 99 X
QoubY2 80-88 |QENDRWM(+15.99)v 8%49:01 3780 06 Not detected
Q99805 545-553 lMHQMms.sswv A*03:01 4838 04 047
Q9BVKE 130-139 SLFAGGM(+15.99)LRV A*02:01 9.9 60
014787 215223 IEH(+15.99) LFALAV 8740:01, B*49:01 58.2,101.9 12,09 0.15
ITOP2A;TOP2B P11388;002880 168-177 NA NA NA Not detected
[TRANK1 015050 1987-1996 NA NA NA 100
TTFL Q15361 [809-817 A*03:01 256 25 021
uBLS QoBzL1 60-68 8*40:01 136 12 Not detected
UBR2 asiwvs A*02:01 36 57 of Not detected
uacra 014949 8%40:01 330 17 100]
USP11 P51784 A*02:01 3.1 79 -1.23
USP33 Q8TEY7 B*40:01, B*49:01 91.6,113.6 10,09
UTRN Pa6939 A*02:01 58 117 044
UTRN P46939 [1340-1329 RETDQM(+15.99)LQVL 8*40:01 100 21 169

Table S2. Related to Fig 1G.
List of the 99 HLA-I-bound
PTM peptides originating
from ubiquitous proteins
identified in ECN90 f cells.
Data representation is the same
as in Table S1. NetMHCstabpan
predicted affinity and stability
scores refer to the unmodified aa
sequence.
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Source protein(s) Accession number(s) Aminoacid positions Sequence HLA restriction |Predicted affinity (nM) | Predicted stability (h) | IFN-y/TNF-a/IL-1B log2 FC
2-10 ALWMRLLPL A*02:01 26.7 5.6
2-12* ALWMRLLPLLA A*02:01 83.8 2.8
5-13 MRLLPLLAL B*39:01 71.4 0.6
5-13 M(+16)RLLPLLAL B*39:01 71.4 0.6
15-24 ALWGPDPAAA A*02:01 95.5 1.8
INS (n=12) P01308 15-24 ALW(+16)GPDPAAA A*02:01 95.5 1.8
15-24 ALW(+4)GPDPAAA A*02:01 95.5 1.8
17-24* WGPDPAAA NA NA NA
29-38 HLCGSHLVEA A*02:01 521.1 1.5
33-41 SHLVEALYL B*39:01 283.8 0.4
34-42 HLVEALYLV A*02:01 3.3 17.8
57-67* EAEDLQVGQVE NA NA NA 0.13
344-352 KMDQLAKEL A*02:01 543.8 0.6 0.04
CHGA (n=4) P10645 344-354 KMDQLAKELTA A*02:01 823.2 0.6 -1.68
381-390 YGFRGPGPQL C*12:03, C*14:02 150.2, 139.9 0.2,0.2 -0.37
383-390 FRGPGPQL B*39:01 380.7 0.7 -0.90
791-800 DQKNGATHYW NA NA NA -1.08
KIF1A (n=3) Q12756 1058-1066 EVTKSFIEY A*25:01 370.6 1.3 -1.86
1319-1327 NRVTGVYEL B*39:01 19.8 0.7
136-144 DTAEFSREF A*25:01 187.4 0.7
SCG5 (n=3) P05408 186-195* YLQGQRLDNV A*02:01 44.8 2.2 1.77
186-196 YLQGQRLDNVV A*02:01 151.8 1.7 -1.19
429-437 YFMSDTREE C*14:02 1857.7 0.1
CHGB (n=3) P05060 429-437 YFM(+16)SDTREE C*14:02 1857.7 0.1
440-448 FLGEGHHRV A*02:01 4.4 8.6
PCSK2 (n=1) P16519 26-34 ERPVFTNHF C*14:02 37315 0.1 0.74
IAPP (n=1) P10997 23-30 TPIESHQV B*51:01 1423.2 1.1 1.84
SLC7A2 (n=1) P52569 650-658 IFHEKTSEF C*14:02 27.4 0.3 0.33
UNC13A (n=1) Q9UPWS8 1234-1243 DIISKDFASY A*25:01 73.9 0.8 -0.58
IAPP/IAPP;PTPRN/IAPP P10997/P10997;Q16849/P10997 (15-17/5-10;596-598/5-10 VAL/KLQVFL A*02:01, C*12:03 3599.1, 3763.0 0.5,0.1 -0.58
SCG5/PCSK2;SLC30A8/PCSK2 |P05408/P16519;Q8IWU4/P16519 (113-115/565-570;168-170/565-570 |YPD/RGTWTL B*39:01 10.0 0.8
PTPRN/IAPP Q16849/P10997 795-802/44-48 WQM(+16)VWESG/RLANF(B*39:01, C*14:02 1487.1,1801.9 0.3,0.2 1.84
WARS-035 WARS-035 18-26 SVAQAGVHW NA NA NA

Table S3. Related to Fig 2F. List of the 33 HLA-I-bound peptides identified in primary human islets. The same bioinformatics filters used for
ECNO0 B cells (Fig. 1G) were applied, barring the inter-sample reproducibility and HLA-I enrichment filters due to the analysis of a single split islet
preparation (cytokine-treated or not), without mock immunopurification. Aa sequences are listed according to the number of peptides identified for
each source protein. HLA-I restrictions were assigned based on the predicted affinity and stability (NetMHCstabpan). The last column displays the
log> median FC in peptide content for the IFN-y/TNF-o/IL-1B vs. basal condition (color codes as in Table S1). Source proteins and/or peptides
previously identified or not in ECN9O0 B cells are in blue and red, respectively, with peptide length variants marked with an asterisk. The 3 HLA-A2-
restricted peptides retained for CD8" T-cell studies are highlighted in yellow: a SCG351s6-195 shorter variant with a higher affinity than the previously
identified SCG51s6-196 peptide, a newly identified CHGBa440-448 peptide and an TAPP15.17/IAPPs.10 or PTPRNs96-508/IAPPs-10 peptide splice aa sequence
(VAL/KLQVFL) previously identified in ECN90 B cells, which was finally assigned an HLA-A?2 restriction based on the HLA-I haplotype of the islet
preparation (HLA-A*02:01/25:01, -B*39:01/51:01, -C*12:03/14:02, i.e. sharing only HLA-A2 with ECN90 B cells). NA, not available.
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Table S4. Related to Fig. 4-5. Characteristics of HLA-A2" study subjects for ex-vivo
MMr studies on PBMCs. The healthy donors analyzed in Fig. 4 (screening phase) and the
T1D and age/sex-matched healthy donors analyzed in Fig. 5 (validation phase) are listed. The
distribution of age, gender and T1D duration is shown at the bottom of each list (median and
range for numerical variables). GADA, [A-2A, ZnT8A, anti-GAD, -IA-2 and -ZnT8 aAbs,

respectively; NA, not available or not applicable.

?:I‘;:‘é Group | Case ID 6?:) G(‘I*\;‘/g;“ T1D(:,‘I’(f)"°“ GADA | IA-2A | ZnT8A | Therapy
HOO4N 44 M NA NA NA NA NA
HOO5N 36 F NA NA NA NA NA
HO17N 35 F NA NA NA NA NA
H0790 | 36 F NA NA NA NA NA
HO87N 34 M NA NA NA NA NA
H106S | 47 F NA NA NA NA NA
Screen Healthy | H297S 28 M NA NA NA NA NA
creening _
(n=14) | H312¢ 36 M NA NA NA NA NA
H314C | 26 M NA NA NA NA NA
H315C | 43 F NA NA NA NA NA
H316C | 27 F NA NA NA NA NA
H354C | 26 F NA NA NA NA NA
H356C | 28 M NA NA NA NA NA
H372C | 24 F NA NA NA NA NA
345  43%M
(24-47)  57%F
D216P 27 M 10.9 + - - Insulin
D217Db | 34 M 19.0 + NA NA | Insulin
L264D 28 F 32.0 + + + Insulin
D267T 25 F 1.0 + NA NA | Insulin
TID | D287T 30 M 4.1 + NA NA | Insulin
(n=10) | p314D 44 F 0.6 + + + Insulin
D324D 28 F 11.3 + + NA Insulin
D325D 19 M 03 - - + Insulin
D327V 34 F 07 + - NA | Insulin
D339V 29 M 0.4 + + NA | Insulin
Validation 285  50%M 26
(19-44)  50%F (0.3-32.0)
HO15T 30 M NA NA NA NA NA
H170S 34 F NA NA NA NA NA
H1720 33 F NA NA NA NA NA
H192C 25 F NA NA NA NA NA
Healthy | H193C 45 F NA NA NA NA NA
(n=10) | H227C 26 M NA NA NA NA NA
H230C 29 F NA NA NA NA NA
H245C 22 M NA NA NA NA NA
H314C 26 M NA NA NA NA NA
H354C 26 F NA NA NA NA NA
275  40%M
(22-45)  60% F
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nPOD | o | Age Eg Positive C-peptide Pancreas MMr* PLN MMr*
case 0rs) | yrs) ahbs (ng/ml) | |APP | ISL1 | UCN3 | ZnT8 | MelanA | IAPP | ISL1 | UCN3 | ZnT8 | MelanA
6070 | F | 23 | 7 IA-2/mIAA <005 9 | 4| o0 2 | o
6161 | F | 19 | 7 IA-2/mIAA <005 | 110 | 59 124 | 0 0 | o 176 | 0
6211 | F | 24 | 4 | GADIA2iznTemIAA | <005 | 29 | 32 30 | o | 103 | 45 60 | 54
o 6212 | M | 20 | 5 mIAA <005 | 19 | 29 0 0 | o 0
e | F | 1| 1 GAD/MIAA <005 8 | 267 | 0 0 | o0
Flee2 | M| 39 | 19 IA-2/mIAA <005 | 33 | 9 6 | 0 0 | o 101 | 0
6243 | M | 13 | 5 mIAA 042 | 47 | 17 0 72 | 34 200 [ 0
6258 | F | 39 | 37 mIAA <005 19 | 118 | o0 0o | 200 | o
6325 | F | 20 | 6 GAD/IA-2 0.14 28 | 8 | o0 S 0
6080 | F | 69 | NA GAD/MIAA 184 | 38 | 39 55 | 25 | 4 | 4 5 | 61
6101 | M | 65 | NA GAD 2618 | 36 | 30 0 0 | o 0
6123 | F | 23 | NA GAD 201 | 22 | 48 0 0 | o 0
> 6151 | M | 30 | NA GAD 5.49 9 | 28 | o
16154 | F | 49 | NA GAD <005 21 | 64 | 0
o | F| 4 | na GAD 895 | 13 | 9 37 | 0 0 | 0 0
647 | M | 9 | NA mIAA 326 | 15 | 7 3| o | e | 6 60 | 191
6388 | F | 25 | NA GAD/MIAA 1.38 0 | 34 | o 0o |3 | o
6397 | F | 21 | NA GAD 128 6 | 42 | o 0 | 189 | o0
6103 | M | 2 | NA - 0.98 0 | 55 | o 0 | o
6174 | M | 21 | NA — 3.00 0 | o 8 |0
6179 | F | 20 | NA — 2.74 0 | % | o 67 | 150 | o0
6182 | M | 3 [ NA — 228 4 | 23| o 89 | 163 | 65
| 6227 | F | 17 | NA - 2.75 18 | 3 0 0 0
ol 62 | F | 20 | na — 6.89 0 | 6 0 0o | o
B eosa | M| 38 | na — 6.43 0 | o 0 0 0
ol 6271 | M | 17 | NA — 147 | 0 | 5 0 0 | 0 0 0
6287 | F | 57 | NA — 475 7 | 8 4 0 0 | 0 0
6289 | M | 19 | NA — 8.05 0 | 6 0 55 | 0 0
6357 | M | 5 | NA — 8.82 9 | 29 0 2 | 0 0
6366 | F | 21 | NA — 041 | 14 | 24 0 55 | 0 0
6028 | M | 33 | 17 — 2240 25 0 0 0
T eos9 | F | 19 | 03 — 1068 | 12 0 0 107 | 0
S| 6273 | F | 45 | 2 - 347 | 13 | 7 0 | 0
6275 | M | 48 | 2 — 346 0 0 133 | 117 0

Table SS. Related to Fig. 6. nPOD cases analyzed by in-situ tissue MMr staining. The clinical characteristics
of each case are reported along with the counts (x107*) of MMr" cells/mm? pancreas and PLN section area for
each of the indicated peptides. Positive sections are marked in red. Case #6287 (presenting a circumscribed
neuroendocrine tumor in the pancreatic pan-body region; pan-tail region analyzed here) was classified as a non-
diabetic control. NA, not applicable; mIAA, micro-insulin aAbs.
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Lasers and filters

Photomultiplier tubes (PMTs)

488 nm blue laser C B A

Long pass (LP) filter \ 502 655

Band pass (BP) filter 488/10 530/30 695/40

Fluorochrome SSC FITC

561 nm yellow-green laser E D C B A

Long pass (LP) filter \ 600 635 685 735

Band pass (BP) filter 582/15 610/20 660/20 710/50 | 780/60
Fluorochrome PE PE-CF594 PE-Cy7

633 nm red laser C B A

Long pass (LP) filter \ 710 750

Band pass (BP) filter 660/20 730/45 780/60

Fluorochrome APC APC-H7

405 nm violet laser F E D C B A
Long pass (LP) filter \ 502 595 630 675 750
Band pass (BP) filter 450/50 525/50 605/20 655/8 710/50 | 780/60
Fluorochrome BV421 L/D Aqua BV650 BV711 BV786

Table S6. Related to STAR Methods. Configuration of the flow cytometer used for
HLA-A2 MMr assays. L/D, Live/Dead.
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ACTIVITES SCIENTIFIQUES
ANNEXES
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2019 - Federation of Clinical Immunology society (FOCIS), Boston - poster

2019 - Journées des doctorants de l'institut Cochin, Paris - présentation orale
2018 - Forum des doctorants de I’ED BioSPC, Dourdan - présentation orale

2018 - Immunology of Diabetes Society (IDS), Londres - poster + présentation
flash

2018 - Workpackage Meeting 3 INNODIA, Bruxelles - présentation orale

2018 - Séminaire du département Endocrinologie Métabolisme et Diabete (EMD)
de I'Institut Cochin, Paris - présentation orale

2017 - Retraite du département EMD de I'Institut Cochin, Amboise - poster

2018-2019 - Mission d’enseignement

UE 5.01 TP Immunogénétique, Licence 3 Sciences pour la Santé, UFR de Biologie
Cellulaire

2017-2018 - Mission d’expertise ANIMAS

Participation a la Structure Chargée du Bien-Etre Animal (SCBEA), suivi de

I’expérimentation animale au sein de ’animalerie de I'Institut Cochin

2017-2019 - Encadrement stagiaires 3¢

2017 - Encadrement stagiaire L2
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