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—RESUME
La caractérisation d’épitopes T CD8 est déterminante pour mieux comprendre le réle des lympho-
cytes T CD8 autoréactifs dans la pathogénie du diabéte de type 1 (DT1) et devrait permettre de tes-
ter de nouvelles approches thérapeutiques ciblées. Afin d’identifier des épitopes T CD8 relevant de
I'autoantigéne « Décarboxylase de I’Acide Glutamique » (GAD), nous avons administré a des souris
NOD femelles, un plasmide codant pour la GAD6E5 (pc-GAD). Limmunisation plasmidique pc-GAD
induit I'activation de lymphocytes T CD8 spécifiques de I'épitope GAD 90-98 (p90). Ces lymphocytes
sont de sous-type Tcl, sécrétant de I'IFNy et du TNFa, cytokines trés souvent associées au dévelop-
pement d’un diabéte autoimmun. Spontanément, les souris NOD présentent une réaction lympho-
cytaire T CD8 Tcl spécifique de p90 tres précoce, dés I’age de 4 semaines. De plus, les lymphocytes
T CD8 spécifiques de p90 attaquent les cellules d'Tlots pancréatiques in vitro et induisent un diabéte
chez la souris NOD scid. Enfin, nous présentons ici les premiers résultats de protocoles d’adminis-
tration de p90 a des souris NOD. Une telle administration pourrait prévenir I'apparition de la mala-
die si elle est effectuée avant son activation spontannée.

Mots-clés : autoimmunité,diabéte, souris NOD, peptides, lymphocytes T CD8, immunoprévention.
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— SUMMARY

tered before its spontaneous activation.

The characterisation of CD8 epitopes is essential to understand the role of autoreactive CD8 T
lymphocytes in the development of type 1 diabetes, and will eventually lead to testing new tar-
geted therapeutic approaches. To identify GAD (Glutamic Acid Decarboxylase)-derived CD8 T
epitopes, we administered a GAD65-coding plasmid (pc-GAD) to NOD female mice. The pc-GAD
plasmidic immunisation activates CD8 T lymphocytes specific of the GAD 90-98 epitope (p90).
These lymphocytes are Tcl cells secreting the cytokines IFNy and TNFa, often associated with
autoimmune diabetes. NOD mice developed spontaneously a p90-specific CD8 T cell reaction, as
early as 4 weeks of age. Moreover, these lymphocytes were also able to destroy pancreatic islet
cells in vitro and can cause diabetes in NOD scid mouse. We present here the initial results of
p90 administration to NOD mice, which we hope may prevent the onset of diabetes if adminis-

Key words: autoimmunity, diabetes, NOD mice, peptides, CD8 T lymphocytes, immunoprevention.

* INTRODUCTION

Le diabéte de type 1 (DT1) est une maladie auto-
immune spécifique d’organe qui résulte de la destruction
des cellules B insulinosécrétrices localisées dans les Tlots
de Langerhans pancréatiques (DELOVITCH et SINGH,
1997). Une meilleure compréhension de la réponse
autoimmune menant au DT1 est nécessaire pour envisager
(1) sa prévention spécifique chez les individus pré-diabé-
tiques (et prédisposés), mais aussi (2) pour augmenter la
faisabilité des approches de remplacement des cellules 3
une fois détruites (diabéte déclaré) en prévenant, cette fois-
ci, la récurrence de la réponse autoimmune. L utilisation de
peptides dérivés d’autoantigenes constitue une approche
d’immunoprévention envisageable aujourd’hui. Les pep-
tides sont en effet faciles a produire en grande quantité et
représentent des produits inertes « sécuritaires ». Avant
leur utilisation, il convient d’identifier des épitopes déter-
minants pour le DT1. L’objectif d’une partie de nos travaux
récents a été de caractériser des épitopes activant des lym-
phocytes T CD8 autoréactifs chez la souris NOD (Non
Obese Diabetic), modéle animal privilégié du DT1. Nous
avons choisi comme autoantiggéne majeur, la
Décarboxylase de I’Acide Glutamique de 65 kDa
(GADG65) dont le role dans la pathogénie de la maladie
apparait déterminant (YOON et al., 1999).

La destruction des cellules B menant au DT1 implique
des lymphocytes T CD4 reconnaissant des peptides déri-
vés d’autoantigenes et présentés par des molécules de
classe Il du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH). Ces lymphocytes T CD4 autoréactifs secrétent le
plus souvent des cytokines pro-inflammatoires de sous-
type Thl (IFNy, TNFa, IL-12...) (KATZ et al., 1995;
RABINOVITCH et al.,, 1995; TREMBLEAU et al.,
1995). Le r6le dans la destruction des cellules (3 des lym-
phocytes T CD8, le plus souvent cytotoxiques et dont
I”activation est restreinte a la présentation d’autoantigéne
par des molécules de classe | du CMH, est moins bien
identifié. Quelques arguments sous-tendent leur role,
tous obtenus chez la souris NOD. Les deux catégories de
lymphocytes T, CD4 et CD8, sont nécessaires au transfert
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adoptif du diabéte a des souris adultes irradiées (MIL-
LER et al., 1988). Les souris NOD dépourvues de molé-
cules de classe | du CMH (NOD-beta2m-/-) ne dévelop-
pent pas de diabéte (WICKER et al., 1994). Par ailleurs,
un certain nombre de clones T CD8 peuvent transférer un
diabéte en I’absence de lymphocytes T CD4 (WONG et
al., 1999). Plus récemment, certaines études ont montré
que ces cellules pourraient jouer un role fondamental non
seulement dans la phase initiale de I’agression des cel-
lules B (VIZLER et al., 1999) mais aussi dans la progres-
sion vers une insulite destructrice et un diabéte clinique
(AMRANI et al., 2001 ; AMRANI et al., 2000).

Lidentification d’épitopes autoantigéniques relevants
et reconnus par des lymphocytes T CD8 chez la souris
NOD est tres difficile et nécessite une immunisation préa-
lable des souris en présence d’adjuvant (BOWIE et al.,
1999 ; QUINN et al., 2001). Limmunisation plasmidique
apparait comme une approche trés attractive pour la carac-
térisation de la réponse lymphocytaire T CD8 spécifique
de la GAD chez cette souris. En effet, cette approche per-
met une synthese intracellulaire de I’antigéne recombinant,
I’apprétement de peptides dérivés sur les molécules du
CMH de classe | et une activation importante et durable de
lymphocytes T CD8 spécifiques (GURUNATHAN et al.,
2000). La mise en ceuvre de ce mode d’immunisation nous
est donc apparue comme un moyen efficace pour accroitre
la fréquence des précurseurs T CD8 auto-réactifs spéci-
fiques et ainsi, d’étudier le réle éventuel des lymphocytes
T CD8 anti-GAD dans la pathogénie du diabete auto-
immun et d’envisager de nouvelles approches thérapeu-
tiques spécifiques d’autoantigéne.

Les travaux présentés ici proviennent de deux projets
menés conjointement dans notre UMR IECM 707
ENVN/INRA/Université et ne sont pas encore publiés.
LUMR IECM développe trois thématiques sur le diabéte
de type 1 : (1) autoimmunité et immunoprévention chez
I’animal et chez I’homme, (2) xénogreffe d’Tlots de porc et
(3) thérapie cellulaire du remplacement des cellules B
détruites.
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e MATERIELS ET METHODES

Souris, diabéte et transfert adoptif

Les souris NOD Ltj (Non Obese Diabetic) et NOD scid
(Severe  Combined Immuno-Deficiency) (Jackson
Laboratories, USA) sont maintenues dans des conditions
EOPS (Exempts d’Organismes Pathogénes Spécifiques)
dans notre animalerie. Chez les femelles NOD, 80 a 100 %
développent un diabéte a I’age de 12 mois, pour 40 a 60 %
chez les méles. Les souris NOD scid dépourvues de lym-
phocytes T et B ne développent pas de diabete spontané.
Elles sont utilisées pour tester le rdle diabétogéne des lym-
phocytes T CD8, par injection de 5.10° cellules dans 200
ml de PBS par voie intraveineuse (I1V). Les souris NOD et
NOD scid expriment les alléles du CMH de classe | H2-K®
et H2-D", et les alleles du CMH de classe 11 1-Ag’. Le dia-
gnostic de diabéte est donné lorsque deux glycémies a une
semaine d’intervalle sont supérieures a 13,5 mmol/I.

Injection plasmidique

Les souris NOD femelles recoivent a I’age de 3 ou 8
semaines, dans chaque muscle tibial antérieur, 50 pg de
plasmide exempt d’endotoxine : pc-GAD contenant
I’ADNc complet de la GAD65 ou pc-LacZ
[pcDNAS3.1/LacZ codant pour la BGalactosidase (BGal),
Invitrogen, Pays-Bas] ou du PBS. Chaque injection plas-
midique est précédée, cing jours auparavant, par une injec-
tion de 100 pL au méme site de cardiotoxine 10 pM
(Latoxan, Rosans, France).

Tests de cytotoxicité

La cytotoxicité des lymphocytes T CD8 est mesurée
par un test de relargage dans le surnageant de culture d’une
enzyme cytoplasmique : la lactate déshydrogénase (LDH),
qui provoque I’oxydation du lactate en pyruvate. Les cel-
lules testées sont mises en contact (en triplicate) 5h en pré-
sence de 5 000 cellules cibles P815 (H2-K"), préalablement
incubées avec le peptide antigénique (5 uM, 1h30 a 37°C)
ou infectées par un virus Vaccinia recombinant exprimant
la GADG5 (vv-GAD) ou un contrdle (vv-TAP). Différents
ratios cellules/P815 sont testés. Le relargage de LDH par
les cellules cibles P815 est analysé conformément aux
directives du test utilisé (Cytotox 96 non-radioactive cyto-
toxicity assay, Promega, WI, USA).

Obtention et phénotypage de mini-lignées
lymphocytaires T CD8 spécifiques d’épitopes GAD

Les splénocytes sont isolés et les globules rouges sont
lysés par choc osmotique en présence de NH,CI 0,17M
pendant 10 mn dans la glace. Les cellules sont ensuite cul-
tivées in vitro 6 jours a 37°C et 5 % de CO, dans le milieu
complet suivant : AIMV sans sérum (Gibco, Invitrogen,

France) supplémenté avec 1 % d’acides aminés non essen-
tiels (Gibco, Invitrogen) et 0,1 % de Pmercaptoéthanol
(Sigma, St Louis, MO, USA), en présence de peptide anti-
génique (5uM), puis le lendemain, d’IL-2 humaine recom-
binante (20 Ul/ml, Roche Diagnostics, France) et d’IL-7
murine recombinante (10 ng/ml). Dans certains cas, sont
rajoutés en plus de I’IL-2 et de I’IL-7, des anticorps anti-
CD4 (clone GK1.15, BD Biosciences, San Diego, CA,
USA) et anti-1-Ak (clone 10.3.6, BD Biosciences) (1 pg/ml
chacun). Le phénotype CD8 des mini-lignées obtenues a
été controlé par analyse au FACSCalibur™ (clone 53-6.7,
BD Biosciences). Elles sont a plus de 90 % CD8 positives.

Caractérisation des lymphocytes T CD8 spécifiques
d’épitopes GAD

Apres lavages, les lymphocytes T CD8 sont incubés ou
non en présence de 100 Ul/ml d’IL-2 recombinante
humaine et 15 pg/ml d’anticorps anti-CD3 de souris (clone
145-2C11, BD Biosciences). La sécrétion d’IL-4, IFNy et
TNFa dans les surnageants de culture est évaluée par test
“Cytometric Bead Array” (CBA, BD Biosciences). Les
résultats sont analysés a I’aide des logiciels CellQuest™ et
BD CBA™ (BD Biosciences).

Le phénotype des lignées lymphocytaires T CD8 est
verifié par marquage des cellules avec les anticorps anti-
CD4 FITC (clone H129.19, Sigma), anti-CD3 PE (clone
145-2C11, BD Biosciences) et anti-CD8 Cy-5 (clone 53-
6.7, BD Biosciences) et analyse par FACSCalibur™ (BD
Biosciences).

Immunomodulation par injection de peptides

Des souris NOD femelles de 3 semaines sont injectées
avec les peptides p90 et p507 ou du PBS en intrapérito-
néale a la dose de 50 nmol dans 100 ul de PBS sans adju-
vant.

Analyses statistiques et résultats

Les résultats sont présentés en moyenne + sem. La
significativité statistique a été évaluée par test de Student
ou de Mann-Whitney. p<0,05 est considéré comme signi-
ficatif.

® RESULTATS - DISCUSSION

Pour identifier les épitopes relevant de la GADG65 pré-
sentés par des molécules de classe | du CMH a des lym-
phocytes T CD8 et pour spécifier leur immunogenicité,
nous avons administré a des souris NOD femelles, un plas-
mide codant pour la GAD65 (pc-GAD) ou un plasmide
contrdle (pc-LacZ) codant pour la Bgalactosidase.
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L’immunisation plasmidique codant pour la
GADSG5 induit I’activation de lymphocytes T CD8
Tcl spécifiques de I’épitope GAD 90-98 (p90)

Soixante-douze heures aprés une seule injection pc-
GAD, nous détectons une forte réponse cytotoxique spéci-
fique de cet autoantigene dans la rate et les ganglions drai-
nant le site d’injection (p<0,04, figure 1A). Seuls les lym-
phocytes T CD8 purifiés et non les lymphocytes T CD4
supportent cette cytotoxicité et cette spécificité (p<0,04,
figure 1A). Pour définir la spécificité épitopique de cette
réponse T CD8, nous avons testé la reconnaissance de ces
lymphocytes T CD8 vis-a-vis des peptides ayant le plus de
chance de se fixer (et donc d’étre présentés) par les molé-
cules de classe | du CMH H-2Kd (figure 1B). La synthese
de GADG5 intracellulaire aprés immunisation plasmidique
pc-GAD permet I’activation spécifique de lymphocytes T
CD8 spécifiques du peptide GAD 90-98 (p90) (p<0,009,
figure 1C). P90 est le seul peptide testé reconnu spécifi-
quement par ces cellules. Jusqu’a présent, I’identification

d’épitopes dérivés d’autoantigenes [ insulaires, ne se
faisait qu’aprés immunisation avec le peptide en présence
d’adjuvant (BOWIE et al., 1999 ; QUINN et al., 2001).
Notre approche, plus directe, utilise la voie d’apprétement
et de présentation antigénique endogéne “physiologique”
d’un antigene de séquence compléte (ici la GAD65).

Pour définir le sous-type fonctionnel Tcl (sécrétion
d’IFNy et de TNFa) ou Tc2 (sécrétion d’IL-4) des lym-
phocytes T CD8 spécifiques de p90, nous avons évalué la
production de TNFa, d’IFNy et d’I1L-4 par ces cellules. Le
résultat est présenté dans la figure 1D : ces cellules sont de
sous-type Tcl (p<0,05). Une sécrétion d’IFNy et de TNFa
est trés souvent associée a la progression vers un diabéte
auto-immun déclaré chez la souris NOD (DEBRAY-
SACHS et al., 1991 ; GREEN et FLAVELL, 1999 ; VIZ-
LER et al., 2000), suggérant un réle pathogene pour les
lymphocytes T CD8 anti-p90. A I’inverse, les lymphocytes
T CD8 spécifiques de sous-type Tc2 pourraient réduire
I’effet agresseur des lymphocytes T CD8 de méme spécifi-
cité de sous-type Tcl (VIZLER et al., 2000).

Nombre d’effecteurs pour une cible
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Figure 1 :

A. Lactivité cytolytique des cellules totales ou des lymphocytes T CD8 ou CD4 purifiés, de la rate ou des ganglions (Ggl) drainant
le site d’injection plasmidique de souris NOD femelles ayant regu une injection pc-GAD ou pc-LacZ, est testée en présence de
P815 infectées par vwGAD ou vv-TAP comme contréle négatif (ratio 10 :1). Le % de lyse présenté est celui obtenu avec des
P815 vw-GAD déduit du résultat obtenu avec des p815 vv-TAP. (n=3) * p<0,04.

B. Les scores arbitraires de liaison @ H-2Kd présentés ont été calculés a partir de la base SYFPEITHI
(http://www.uni-tuebingen.de/uni/kxi/). Les peptides GAD p330 et NP-Kd (Nucléoprotéine) sont des peptides témoins.

C. Les splénocytes de souris NOD immunisées 2 fois avec pc-GAD ou pc-LacZ ont été cultivés 6 jours en présence d’IL-2 et d’IL-7
sans peptide. Leur activité lytique a ensuite été testée vis-a-vis de 5000 P815 chargées en peptides (n>3). Le nombre d’effecteurs
(splénocytes cultivés in vitro) testés en présence des 5000 cibles (P815) est indiqué en abscisse. *p<0,009.

D. LIFNy, le TNFa et I’IL-4 produits par des lymphocytes T CD8 purifiés de la rate de souris pc-GAD ont été dosés par test

CBA (n>3) *p<0,05.
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Les souris NOD présentent une réaction
lymphocytaire T CD8 Tcl spécifique
de p90 spontanée

Apres avoir identifié I’épitope p90 en utilisant I’immuni-
sation plasmidique, nous avons recherché si cette spécificité
existait spontanément chez la souris NOD. Pour cela, nous
avons examiné la cytotoxicité de mini-lignées lymphocytaires
T CD8 obtenues apres 6 jours de culture de splénocytes de
souris NOD non manipulées, de différents ages, en présence
de peptide p90 ou p546 (épitope préceédemment identifié
(QUINN et al., 2001)) et d’IL-2 et d’IL-7 (figure 2A). De la
méme facon que QUINN et al., nous détectons une réactivité
spécifique du peptide p546 dés I’age de 2 semaines (p<0,05).
La réactivité spécifique du peptide p90 est elle aussi précoce
(dés 4 semaines d’age, p<0,05) et perdure dans le temps (8
semaines, p<0,05). Ce résultat montre que les lymphocytes T
CD8 spécifiques de p90 sont activés précocement. Ceci ren-

COMMUNICATIONS

force leur role potentiel dans I’agression des cellules 3 pan-
créatiques. Comme indiqué dans la figure 2B, les mini-lignées

de lymphocytes T CD8 spécifiques de p90 ou de p546 sont de
sous-type Tcl.

Les lymphocytes T CD8 spécifiques de p90
sont diabétogenes

Pour tester le r6le réel de ces cellules, nous avons éva-
lué leur réle diabétogéne in vitro (figure 2C) et in vivo. In
vitro, il s’agit de tester la cytotoxicité, vis-a-vis de cellules
d’Tlot de Langerhans, des lymphocytes des ganglions drai-
nant le site d’injection du plasmide pc-GAD. Cette injec-
tion permet I’activation, nous I’avons vu, de cellules T
CD8 spécifiques de p90. Une immunisation pc-GAD
induit une réponse cytotoxique spécifique de cellules
d’Tlots pancréatiques (p<0,04, figure 2C). Nous avons par
la suite testé le réle pathogéne des lymphocytes T CD8

A. Cinétique d’appari ée de la réponse spécifique de

p90 chez la souris NOD
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Figure 2 :

A. Les splénocytes de souris NOD agées de 2, 4 ou 8 semaines ont été cultivés en présence de peptide et d’IL-2 avant d’étre testés
pour leur activité lytique vis-a-vis de 5000 P815 chargés en peptide. Le nombre d’effecteurs (splénocytes cultivés in vitro) testés
en présence des 5000 cibles (P815) est indiqué en abscisse. Le % de lyse présenté est déduit du résultat obtenu avec des P815

sans peptide. (n=2) *p<0,05.

. Les splénocytes de souris NOD femelles de 6 semaines sont stimulés in vitro pendant 6 jours avec IL-2 et le peptide p90 en pré-

sence des anticorps bloguants anti-CD4 et anti-1-Ag7. Les cellules sont ensuite incubées 24h avec de I’'IL-2 et un anticorps anti-
CDa3. Les cytokines sécrétées dans le surnageant de culture sont dosées par test CBA (n=3) *p<0,05.

. L’activité lytique des cellules totales ou CD8 purifiées des ganglions drainant le site d’injection de souris pc-GAD ou pc-LacZ
(une injection) est testée vis-a-vis de cellules d’Tlots de Langerhans pancréatiques (ratio 10 :1) (n=3) *p<0,04.
. L’incidence est exprimée en pourcentages cumulés de souris hyperglycémiques en fonction du temps, par rapport au nombre

de souris initial dans chaque lot. Les souris recoivent des peptides avant la naissance (in utero) (n=1, 6 et 6 respectivement pour

p90, p507 et PBS) ou a I’age de trois semaines (n=5).
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spécifiques de p90, in vivo, en les injectant par voie IV a
des souris NOD scid (5.10° cellules par souris NOD scid).
Les lymphocytes T CD8 spécifiques de p90 induisent un
diabete chez 5/5 souris NOD scid, ce qui n’est pas le cas
des lymphocytes T CD8 anti-p546 (1/5). Ce dernier résul-
tat confirme les expériences de Quinn et al. qui avaient
montré le déclenchement de I’insulite, mais pas de la mala-
die, par les lymphocytes T CD8 anti-p546 (QUINN et al.,
2001). Confirmant le role trés probablement crucial du
peptide p90 dans la pathogénie du diabéte chez la souris
NOD, nous avions précédemment montré que I’immunisa-
tion pc-GAD pouvait aggraver et accélérer la maladie chez
les souris NOD (GAUVRIT et al., 2003).

L’administration de peptides GAD65 module
I’apparition du diabéte

Ladministration de peptide p90 avant la détection
d’une réponse T CD8 spécifique et spontanée chez la sou-
ris NOD (pré-diabete) pourrait prévenir I’apparition de la
maladie (figure 2D). Par contre, I’administration de ce
peptide pendant I’activation des lymphocytes T CD8 anti-
p90 (3 semaines) semble accélérer I’apparition du diabéte
(figure 2D). Ces résultats méritent d’étre confirmés par un
nombre plus important de souris.

* CONCLUSION

Dans cette étude, nous montrons pour la premiere
fois, qu’apres apprétement de la protéine autoantigénique
entiere et présentation par des molécules H-2Kd, le pep-
tide p90 dérivé de la GADG5 est celui qui active les lym-
phocytes T CD8 avec le plus d’efficacité. Les lympho-
cytes T CD8 spécifiques de p90 sont détectés précoce-
ment chez la souris NOD naive, sont de sous-type Tcl et
sont pathogénes. Ces caractéristiques font de ces lym-
phocytes des cellules trés probablement cruciales dans la
progression vers la maladie. Enfin, I’identification de
p90 permet d’ors et déja d’entrevoir la possibilité d’une
immunomodulation peptidique basée sur des épitopes
dérivés d’autoantigénes et reconnus par des lymphocytes
T CD8. Parallelement a cette étude, nous commencgons
une identification exhaustive des épitopes T CD8 dérivés
de la GADG5 chez I’homme.
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