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Abréviations

AAN (ou ANA) : Anticorps anti-nucléaires (Antinuclear Antibodies)
ABC : Age Associated B cell

Ac : Anticorps

ACR : American College of Rheumatology

ADCC : Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity (Cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante
des anticorps)

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ADNsb : Acide Désoxyribonucléique simple brin

ADNdb (ou dsDNA) : Acide Désoxyribonucléique double brin

Ag : Antigene

AINS : Anti-inflammatoires non stéroidiens

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

APL : Antiphospholipides

APS : Antipaludéen de synthese

ARN : Acide Ribonucléique

AVC : Accident Vasculaire Cérébral

BCR : B-Cell Receptor

C57BL/6 : C57 Blacké (lignée de souris)

CD : Cluster de Différenciation

CMH (MHC) : Complexe Majeur d’Histocompatibilité (Major Histocompatibility Complex)
CMV : Cytomégalovirus

CPAg : Cellule Présentatrice d’Antigéne

CYC : Cyclophosphamide

DC : Cellule Dendritique (Dendritic Cell)

DNAse : Desoxyribonucléase

EAE : Encéphalite Auto-immune Expérimentale

EBV : Epstein-Barr virus

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EULAR : European Alliance of Associations for Rheumatology

FDA : Food and Drug Administration



GC : Glucocorticoides

GWAS : Genome Wide Association Studies

IFN : Interféron

Ig : Immunoglobuline

IgM : Immunoglobuline de type M

IgG : Immunoglobuline de type G

IL : Interleukine

JNK : c-Jun N-terminal Kinase

KI : Knock-In

KO : Knock-Out

LB : Lymphocyte B

LES (ou SLE) : Lupus Erythémateux Systémique (Systemic Lupus Erythematosus)
LPS : LipoPolySaccharide

LT : Lymphocyte T

LTh : Lymphocyte T helper

LTreg : Lymphocyte T régulateur

MAI : Maladie Auto-Immune

miR : micro-ARN

NETSs : Neutrophil Extracellular Traps

NK : Natural Killer

PB : Plasmablaste

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell (Cellules mononucléées du sang)
PC : Plasmocyte

pDC : plasmacytoid Dendritic Cell (cellule dendritique plasmacytoide)
PNDS : Protocole National de Diagnostic et de Soins

PR ou RA : Polyarthrite Rhumatoide (Rheumatoid Arthritis)

PRR : Pattern Recognition Receptor (Récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires)
RA ou PR : Rheumatoid Arthritis (Polyarthrite Rhumatoide)

RE : Réticulum Endoplasmique

SAPL : Syndrome des anti-phospholipides

SEP : Sclérose en plaques

SLE (ou LES) : Systemic Lupus Erythematosus (Lupus Erythémateux Systémique)



SLICC : Systemic Lupus Erythematosus International Collaborating Clinics
SNC : Systeme Nerveux Central

SS : Syndrome de Sjogren

TACI : Transmembrane activator and calcium modulator ligand interactor
TCR : T-cell receptor

TLR : Toll-Like Receptor

TNF : Tumor Necrosis Factor

UPR : Unfolded Protein Response

UV : Ultraviolet

WES : Whole Exome Sequencing
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INTRODUCTION






1 Le lupus érythémateux systémique

Les maladies auto-immunes (MAI) sont des pathologies se développant lorsqu’une réponse
immunitaire est induite vis-a-vis des composants du soi (c’est-a-dire de l'organisme), ce qui
correspond a une perte de tolérance au soi. Les MAI ont une forte prévalence dans la population
humaine (~3 a 5 %). Elles affectent majoritairement les femmes, peuvent parfois débuter dés les
premiers ages de la vie et ont une forte incidence sur la morbidité et la mortalité dans le monde
(Cooper and Stroehla, 2003; Cooper et al., 2009). Les mécanismes effecteurs des MAI sont les mémes
gue dans une réponse immunitaire normale, cependant ils ne ciblent pas les corps étrangers mais les
cellules et les antigénes du soi. lls font intervenir des auto-anticorps (anticorps dirigés contre le soi),
des lymphocytes T (LT) autoréactifs, et I'immunité innée, notamment des cytokines (inflammation).
Ces pathologies présentent une forte hétérogénéité liée a de multiples facteurs génétiques et
environnementaux. Ainsi, les MAI sont définies comme des maladies multifactorielles. De
nombreuses études génétiques ont permis de déterminer plus de 300 loci de genes de susceptibilité
dans les maladies auto-immunes, mais les mécanismes effecteurs sous-jacents a ces variants de
geénes ne sont pas encore bien définis. De plus, I'importance des facteurs environnementaux et

épigénétiques reste a déterminer.

Le lupus érythémateux systémique (LES) est une des maladies auto-immunes les plus
fréquentes dans le monde. Le développement des connaissances sur cette maladie a permis de
nombreuses avancées dans la compréhension des mécanismes immunopathologiques conduisant a
une auto-immunité. Le lupus est une affection polymorphe et multifactorielle. La description et le
diagnostic sont restés pendant longtemps majoritairement cliniques et I'apparition de marqueurs
biologiques n’est que récente dans I'histoire de la médecine. Aujourd’hui, la compréhension des
évenements se produisant dans le systéeme immunitaire pour parvenir au déreglement observé

pendant la maladie reste toujours parcellaire.

Les manifestations cliniques et biologiques du LES varient fortement d’un sujet a I'autre. Elles
peuvent varier aussi bien au début de la maladie que durant son évolution, caractérisée par des

3



phases de poussées spontanées ou déclenchées notamment par une mauvaise observance des
traitements, suivies ou non de phases de rémission. Ainsi, I’examen clinique des patients doit étre
complet et régulier. Le Tableau 1 est un résumé des principales caractéristiques cliniques du LES. Les
informations mentionnées ont été obtenues d’aprées le Protocole National de Diagnostic et de Soins
(PNDS) édité par la Haute Autorité de Santé frangaise en 2017, mis a jour en février 2020, disponible

sur le site de la Haute Autorité de Santé (https://www.has-sante.fr/jcms/c 2751894/fr/lupus-

systemique).

Signes généraux

Manifestations
cutanées

Manifestations
rhumatologiques

Manifestations
uronéphrologiques

Manifestations
neurologiques et
psychiatriques

Manifestations
respiratoires

Manifestations
cardiovasculaires

Manifestations
hématologiques

Fievre (50 a 80 % des cas) : recherche de complications infectieuses a effectuer ;
Amaigrissement, asthénie (indices de poussées lupiques).

Concerne 25 % des patients en poussée ;

Aigués, subaigués ou chroniques ;

Erythéme en ailes de papillons ;

Lésions vasculaires : nécroses cutanées ;

Erosion des muqueuses.

Au début de la maladie chez 50 % des patients et présentes a un moment
quelconque de la pathologie chez 90 % des patients ;

Arthralgies, arthrites non érosives (50 % des patients) ;

Ruptures tendineuses, myalgies.

Essentiellement les manifestations rénales, qui font la gravité de la pathologie
lupique : glomérulonéphrite essentiellement, élément mettant en jeu le
pronostic vital (survie a 10 ans diminuée de 94 % a 88 % en cas de
néphropathie) ;

Il existe des criteres de classification des glomérulonéphrites lupiques en
fonction de la gravité et de I’activité, impactant la survie du patient et donc la
prise en charge thérapeutique (critéres édités en 2003 par I'International
Society of Neurology et la Renal Pathology Society).

3®me cause de mortalité du lupus. Fréquence : 15340 % ;

Généralement peu spécifiques du lupus.

Exemples : méningite aseptique, convulsions, céphalées, accidents vasculaires
cérébraux (AVC) ou atteintes démyélinisantes, anxiété.

Atteintes pleurales uni- ou bilatérales chez 25 a 50 % des patients. Souvent
récidivantes (10 %). Souvent de gravité faible (anomalie aux épreuves
fonctionnelles respiratoires) ;

Atteintes parenchymateuses rares mais parfois graves : hémorragie intra-
alvéolaire.

Péricardite (20 a 30 % des patients), myocardite (troubles du rythme),
valvulopathie ;

Atteintes des coronaires ;

Hypertension artérielle, syndrome de Raynaud (20 a 30 % des patients) ;
Thromboses.

Splénomégalie, adénopathies (20 a 60 % des patients), témoignant de
I’évolution de la maladie ;


https://www.has-sante.fr/jcms/c_2751894/fr/lupus-systemique
https://www.has-sante.fr/jcms/c_2751894/fr/lupus-systemique

Cytopénies le plus souvent auto-immunes : Anémie (25 a 50 % des patients),
leucopénie (20 a 80 % des patients), thrombopénie (10 a 50 % des cas).

Manifestations Sérites (ascite), atteintes digestives d’origine vasculaire ;
hépatiques et Anorexie, nausées, vomissements lors des poussées. Atteintes hépatiques rares.
digestives
Complications Fréquentes et séveres chez les patients lupiques. A évoquer devant toute fiévre,
infectieuses signes généraux. Responsables de 50 % de la morbidité. 33 % des déces de

patients sont imputables a une infection (15 % pour les atteintes rénales).
Souvent infections par des germes opportunistes favorisées par les traitements

immunosuppresseurs.
Syndrome des Manifestations cliniques et biologiques associées a la présence d’anticorps anti-
anticorps phospholipides et/ou de leurs co-facteurs. 10-20 % d’associations au LES, on
antiphospholipides parle de SAPL secondaire. Accidents thrombotiques veineux et artériels,
(SAPL) atteintes du systéme nerveux central (SNC) (répétition d’accidents

ischémiques), valvulopathies, embolies pulmonaires, manifestations cutanées

et rénales, pertes foetales et fausses couches.
Tableau 1. Manifestations cliniques du lupus érythémateux systémique. D’aprés le Protocole National de Diagnostic et
de Soins édité par I’'HAS en 2017, mis a jour en 2020.

Le grand nombre de profils cliniques et biologiques du LES a nécessité I'élaboration de critéres
recouvrant la majorité des manifestations observables chez les patients. Ces critéres sont au nombre
de 11 et la mise en évidence de 4 critéres sur les 11 est nécessaire et suffisante pour définir un patient
comme atteint d’un lupus érythémateux systémique. Ces critéres ont été élaborés par I’American
College of Rheumatology (ACR ou College Américain de Rhumatologie) en 1982 et ont été actualisés
en 1997 pour tenir compte des avancées scientifiques des tests immunologiques. Ces critéres ne sont
pas limités dans le temps ; ainsi une manifestation telle qu’un purpura thrombopénique auto-immun
survenu 10 ans avant une polyarthrite rhumatoide avec éruption cutanée et anticorps anti-nucléaires

peut constituer un critere ACR bien qu’il soit antérieur dans le temps.

La présence d’au moins 4 des 11 criteres « de classification » proposés par I’ACR permet
d’affirmer I'existence d’un LES avec une sensibilité de 83 % et une spécificité de 94 %. Ces critéres
sont des critéres de classification et ne doivent pas étre utilisés dans un but diagnostique a I’'échelon
individuel (par exemple : le diagnostic de lupus systémique pourra étre retenu par le clinicien chez
un patient avec une polyarthrite, des anticorps anti-nucléaires et des anticorps anti-Sm alors qu’il n’a
gue 3 critéres ACR). Une nouvelle classification a été proposée plus récemment par le Systemic Lupus

International Collaborating Clinics (SLICC). La présence d’au moins 4 critéres, dont au moins 1 critére



clinique et 1 critere biologique, ou une histologie de glomérulonéphrite lupique avec des AAN
(anticorps anti-nucléaires) et/ou des anticorps anti-ADN natifs, permet d’affirmer I’existence d’un

lupus avec une sensibilité de 94 % et une spécificité de 92 % (Petri et al., 2012).

Ces classifications restent des outils pour les études épidémiologiques et les essais cliniques
pour définir des groupes homogéenes de patients et représentent des guides pour les praticiens mais,
en pratique, ne représentent pas des critéres de diagnostic au sens propre. Le diagnostic du lupus
représente toujours un défi, mais demeure largement fondé sur un jugement clinique, fonction de
I’expérience du personnel soignant. Cependant, méme sa classification est encore difficile a ce jour.
En effet, bien que la classification du lupus semble étre plus sensible et spécifique avec les critéres
du SLICC de 2012 qu'avec les précédents critéres de I’ACR de 1997, ces critéres pourraient encore
étre améliorés. En particulier, les critéres de diagnostic et de classification devraient étre applicables
a n'importe quel sujet dans le monde et, par conséquent, ils devraient inclure des variables
immunologiques validées dans différentes populations a I’échelle mondiale, ce qui n’est pas encore

le cas (Cf. II. Aspects Epidémiologiques) (Larosa et al., 2016).

En 2019, de nouveaux critéres diagnostiques ont été publiés conjointement par I’American
College of Rheumatology et | European League Against Rheumatism (EULAR). Ces critéres ont montré
une spécificité de 96,1 % et une sélectivité de 93,4 %, ils sont encore peu utilisés en pratique (Aringer
et al., 2019). La présence d’anticorps anti-nucléaires (ANA, Anti-Nuclear Antibodies) est obligatoire
pour classifier la pathologie en tant que lupus. Ces nouveaux criteres diagnostiques sont utilisés dans

tous les nouveaux essais cliniques (Figure 1).



Entry criterion
Antinuclear antibodies (ANA) at a titer of 21:80 on HEp-2 cells or an equivalent positive test (ever)

J

If absent, do not classify as SLE
If present, apply additive criteria

g

Additive criteria
Do not count a criterion if there is a more likely explanation than SLE.
Occurrence of a criterion on at least one occasion is sufficient.
SLE classification requires at least one clinical criterion and 210 points.
Criteria need not occur simultaneously.
Within each domain, only the highest weighted criterion is counted toward the total score§.

Clinical domains and criteria Weight | Immunology domains and criteria Weight
Constitutional Antiphospholipid antibodies

Fever 2 Anti-cardiolipin antibodies OR
Hematologic Anti-B2GP1 antibodies OR

Leukopenia 3 Lupus anticoagulant 2

Thrombocytopenia 4 Complement proteins

Autoimmune hemolysis 4 Low C3 OR low C4 3
Neuropsychiatric Low C3 AND low C4 4

Delirium 2 SLE-specific antibodies

Psychosis 3 Anti-dsDNA antibody* OR

Seizure 5 Anti-Smith antibody 6
Mucocutaneous

Non-scarring alopecia 2

Oral ulcers 2

Subacute cutaneous OR discoid lupus 4

Acute cutaneous lupus 6
Serosal

Pleural or pericardial effusion 5

Acute pericarditis 6
Musculoskeletal

Joint involvement 6
Renal

Proteinuria >0.5g/24h 4

Renal biopsy Class Il or V lupus nephritis 8

Renal biopsy Class Il or IV lupus nephritis 10

Total score:

4

Classify as Systemic Lupus Erythematosus with a score of 10 or more if entry criterion fulfilled.

Figure 1. Nouveaux critéres EULAR/ACR de classification du lupus érythémateux systémique (LES)
publiés en 2019. § = les critéres supplémentaires dans le méme domaine ne seront pas pris en compte
; ¥ = dans un essai avec une spécificité de 90 % par rapport a des contrdles de la maladie pertinents.
Anti-B2 GPI = anti-B2-glycoprotéine | ; anti-dsDNA = anti-ADN double brin.

(Aringer et al, 2019)



La grande quantité d’essais cliniques mis en place pour le LES a nécessité le développement
de scores d’activité et de scores de réponse aux traitements afin de pouvoir comparer |'efficacité des
essais thérapeutiques. La mesure de I'activité d’'une pathologie aussi complexe que le LES n’est pas

une chose facile ; différentes approches ont tenté de répondre a ce besoin de standardisation.

On peut distinguer deux principaux scores d’activité : le BILAG (British Isles Lupus Assessment

Group Index) et le SLEDAI (SLE Disease Activity Index).

Le BILAG est constitué d’une centaine d’items couvrant plusieurs domaines (signes généraux,
atteintes cutanée, neurologique, articulaire, cardiaque, respiratoire, rénale et hématologique). Il
évalue I'activité sur le mois précédant I'évaluation. Pour chaque domaine, un score variant de A (haut
niveau d’activité) a E (le plus faible niveau d’activité) est obtenu. Le BILAG est considéré comme un

excellent score pour détecter les poussées (Lipsker and Sibilia, 2013).

Le SLEDAI est un score qui évalue globalement I'activité de la maladie. Il comporte 24 items
couvrant 9 domaines. Il mesure I'activité dans les dix jours précédant I’évaluation. Les items sont
pondérés et apres addition, on obtient ainsi un score. Un score >20 correspond a une forte activité
de la maladie. Ce score n’est pas un bon indicateur de la gravité de la maladie. En effet, deux patients
avec un score identique peuvent présenter des symptomes tres différents. Un patient peut avoir une
atteinte grave (neurologique par exemple pour un score de 8) alors qu’un autre peut avoir plusieurs
manifestations légeres (cutanées par exemple, d’un score de 1 a 2) mais un score final identique au
premier. Ce score est cependant généralement bien capable de détecter des modifications d’activité.
On parle d’amélioration a partir d’'un score diminué de 4 points et de poussée a partir d’'un score

augmenté de 3.

Ces scores (BILAG et SLEDAI) ont été mis a jour régulierement en fonction des nouveaux essais
thérapeutiques (Thanou and Merrill, 2013). De nouvelles approches ont été développées visant a
combiner les avantages des scores d’activité (le BILAG détectant bien les poussées, le SLEDAI
détectant mieux les améliorations) ; on parle de score de réponse. Deux index principaux sont ainsi
utilisés pour évaluer la réponse aux traitements : le SRI (SLE Responder Index) et le BICLA (BILAG-
Based Combined Lupus Assessment). Ces scores combinent plusieurs critéres (diminution du score

SLEDAI, absence de nouvelles atteintes BILAG, diminution des atteintes BILAG déja présentes) afin
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d’obtenir des scores de réponse lors des essais thérapeutiques. On détermine ensuite un

pourcentage de « répondeurs » (Lipsker and Sibilia, 2013; Thanou et al., 2019).

Il est important de rappeler ici que ces scores ont leur utilité lors des essais cliniques afin de
standardiser les méthodologies de réponse aux traitements. Ces scores ne sont pas utilisés en

pratique clinique courante.

2 Aspects épidémiologiques

Les études de prévalence (nombre de cas dans la population a un instant donné) et
d’incidence (nombre de nouveaux cas dans une population pendant une période donnée) du LES sont
difficiles a comparer entre elles a cause du manque d’'une « méthodologie universelle » (Fortuna and
Brennan, 2013). Sl I'on se base sur les criteres ACR de 1997, il existe plus de 330 types de lupus
différents (Saeed, 2017). Néanmoins, les données indiquent que le LES constitue une des MAl les plus
répandues, sa prévalence étant évaluée a 47,1 personnes pour 100000 en France, les femmes
représentant 90 % des patients diagnostiqués (Mathian et al., 2014). Si le lupus se déclare en majorité
chez des femmes adultes, 15 a 20 % des cas sont diagnostiqués chez des enfants (Fortuna and

Brennan, 2013).

De nombreuses études montrent une stabilité dans les nouveaux cas de lupus diagnostiqués
ces vingt dernieres années (Alonso et al., 2011; Ingvarsson et al., 2016) méme si certaines données
d’incidence et de prévalence ont augmenté depuis les premiéres études épidémiologiques de la
décennie 1960, comme le montrent les données épidémiologiques aux USA (Uramoto et al., 1999).
Cette augmentation peut s’expliquer par la meilleure prise en charge des patients lupiques donc
I'augmentation d’espérance de vie des patients, ainsi qu’a un meilleur diagnostic lié a I'apparition de

nouveaux dosages des marqueurs de la maladie.

La disparité de l'incidence et de la prévalence en fonction des pays et des études est une

caractéristique majeure du LES (Figure 2). Une différence importante concernant l'incidence et la



prévalence en fonction de I’ethnie ou du pays d’origine est validée par de nombreuses études. Les
patients d’origine sud-américaine, africaine et asiatique ont un plus grand risque de développer un
LES (Barber et al., 2021). Les sujets diagnostiqués a un jeune age ou dans les populations d'origine
africaine présentent une fréquence plus élevée de complications sévéres et notamment rénales
(Cervera et al., 2014). Ces résultats ont été confirmés depuis par de nombreuses études

internationales en Europe entiére (Cervera et al., 2014) et en Chine (Mok et al., 2008).

Prevalence range
(per 100,000)

W 0-50

= 50-100

M 100-150
150-250
250-1,000

B 1,000-5,000

W 5,000+

I Wide range

B No data

Figure 2. Carte représentant la prévalence du LES en fonction du pays.

(Barber et al, 2021)

2.3 Ratio Homme/Femme et dge de diagnostic

Le LES touche plus souvent les femmes que les hommes, avec un ratio d’environ 9 femmes
pour 1 homme. Mais il existe également une disparité régionale de ce ratio. En effet, le ratio est de
5,3 au Curacao (Amérique du Sud) (Nossent, 1992), il monte a 23 en Oman (Péninsule arabique) (Al-
Maini et al., 2003) et aux Philippines (Villamin and Navarra, 2008). Dans toutes les études, |'incidence
est supérieure chez les femmes, et le ratio est plus faible aux dges extrémes (Rees et al., 2017). Une
étude faite sur 500 patients suivis pendant 30 ans montre peu de différences entre les sexes au
niveau de la sévérité des symptomes et de leurs conséquences sur |'espérance de vie des patients

(Renau and Isenberg, 2012). Le LES est classiquement décrit comme une maladie de lafemme adulte,
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mais les hommes peuvent aussi étre touchés. Le LES peut également, dans 10-20 % des cas, toucher
I’enfant ou I'adolescent. Cliniquement, le lupus pédiatrique est plus grave au niveau de I'évolution et
des atteintes d’organes. Le lupus pédiatrique est généralement plus fortement lié a des facteurs
génétiques. L'identification de mutations rares causant des phénotypes lupiques chez les jeunes
enfants (les lupus monogéniques) a permis en retour d’augmenter les connaissances sur le LES en

général (Lo, 2018).

Le taux de survie général a 10 ans est de 92 %. La principale cause de mortalité est I'infection
dans les 5 premiéres années de diagnostic. Dans les 5 années suivantes, ce sont les manifestations
thrombotiques qui sont les principales causes de mortalité (Cervera et al., 2009). La mortalité a
globalement diminué durant les derniéres décennies. Par exemple, a Toronto (Canada), le ratio de
mortalité standardisé (SMR : Standardised Mortality Ratio) qui correspond au nombre de morts
observés sur le nombre de morts attendus dans la population générale, a évolué de 12,6 dans les
années 1970 a 3,46 dans la derniere décennie. Les patients lupiques ont toujours un taux de mortalité
supérieur a celui de la population générale (Urowitz et al., 2008). La mortalité liée au lupus est
également plus faible dans les pays les plus développés que dans les pays les plus pauvres, en lien
probable avec de meilleures conditions de diagnostic et de prise en charge (Vasudevan and

Krishnamurthy, 2010).
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3 Les acteurs de la physiopathologie du LES

Apres quelques rappels sur les mécanismes de tolérance, nous aborderons en trois sous-
chapitres les principaux mécanismes de la physiopathologie du lupus décrits dans la littérature
(Figure 3) : les anomalies de I'apoptose, les dérégulations au niveau des cellules de I'immunité innée

(macrophages, cellules dendritiques...) et des cellules de I'immunité adaptative (LB et LT).

Cellule apoptotique Cellule

présentatrice
d'antigéne

X

8

S

% DEFAUT DE
\Q CLAIRANCE

L

Récepteur Fc

Défaut de tolérance B et T : présence de
cellules autoréactives

IFNdetype1 * \/‘ i.éslons

Organes

Figure 3. Schéma simplifié de la physiopathologie du lupus et de I’atteinte d’organe la plus importante du lupus : la
glomérulonéphrite lupique. Une anomalie de la clairance physiologique des corps apoptotiques et/ou une augmentation
de leur production entraine/nt leur accumulation. Ces corps apoptotiques peuvent étre présentés par des cellules
présentatrices d’antigenes a des LT autoréactifs ayant échappé aux mécanismes de tolérance, entrainant I'activation de
ces LT. Les LT vont ensuite aider les LB autoréactifs a se différencier en plasmocytes sécréteurs d’auto-anticorps qui se
déposeront dans les tissus en formant des complexes avec les auto-antigenes et entrainer 'activation des cascades du
complément et ainsi les lésions tissulaires. Les cellules dendritiques plasmacytoides vont également étre activées par les
complexes immuns via la liaison au récepteur Fc de la partie constante des anticorps. Cette stimulation entraine la
production inappropriée d’IFN de type | (IFN-a et IFN-B) activant des mécanismes inflammatoires et I'immunité innée,
aggravant les dommages tissulaires. IFN (interféron) ; LB (lymphocyte B) ; LT (Lymphocyte T) ; DC (cellule dendritique) ;
pDC (cellule dendritique plasmacytoide) ; Récepteur Fc (Récepteur a la fraction cristallisable des immunoglobulines).

Figure personnelle
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3.1 Tolérance B centrale et tolérance B périphérique

Le développement d’une auto-immunité est un risque inhérent au fonctionnement du
systeme immunitaire. En effet, le systéme immunitaire distingue, dans un état normal, les
composants de l'organisme (le «soi») des composants étrangers (le « non-soi»). Lors du
développement des lymphocytes, des récepteurs (BCR, TCR) spécifiques d’auto-antigenes c’est-a-
dire des antigenes du « soi », peuvent étre produits. Si ces cellules dites autoréactives persistent et
se multiplient, elles reconnaitront ces auto-antigenes et déclencheront une réaction immunitaire vis-

a-vis de I'organisme (Figure 4, illustration pour les LB).

Moelle osseuse Force du signal

Mécanisme

Délétion
e '_;/ Apoptose +++

)

AN
Edition de -
HER o réclei)tneur Nouveaux
suforeac e ' Iréarrangements ++/+++
AutoAg ‘{L /.\ des chaines H/L

Régulation
intrinséque \t Expression BCR
Lymphocyte . A - =t +/++
nergie, .
ignorance l’ signaux + +
T signaux -

& Adapté de Goodnow c. et coll, Nature, 2005
LB immature

Figure 4. Mécanismes de tolérance centrale des LB dans la moelle osseuse, en fonction de la force du signal
autoréactif (+, ++, +++). La délétion aboutit a la mort de la cellule autoréactive par apoptose. L'édition de
récepteur permet la synthése d’un nouveau récepteur a I'antigene (BCR), non autoréactif. L’anergie et
I'ignorance permettent d’éviter une réponse de la cellule autoréactive face a I’auto-antigene.

(adaptée de Goodnow et al, 2005)

Des mécanismes de tolérance « centrale » (ayant lieu dans la moelle osseuse (MO) pour les
lymphocytes B (LB) et le thymus pour les lymphocytes T (LT)), ou « périphérique » (ayant lieu dans
les organes lymphoides périphériques tels que la rate ou les ganglions lymphatiques) vont prévenir
la maturation de lymphocytes autoréactifs en les inactivant ou en les détruisant (Goodnow et al.,

2005). Plusieurs défauts de ces mécanismes ont été associés au LES et seront développés dans la
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suite du chapitre. Nous décrirons ci-dessous brievement les mécanismes de tolérance centrale et
périphérique des LB. Les mécanismes moléculaires a I'origine de la rupture de tolérance au cours du

lupus chez I’'Homme sont tres mal connus .

3.1.1 Rappels sur la recombinaison VD)

Le réarrangement des génes codant pour les régions variables des immunoglobulines est un
phénoméne précoce, indispensable au développement des LB dans la moelle osseuse (Figure 5). Il
consiste en une recombinaison de segments géniques appelée « recombinaison VDJ », codant pour
les régions variables des chaines lourdes et légéres. La région variable de la chaine lourde est
composée de 3 segments : Vi, Dy et Ju, et la région variable de la chaine légére de 2 segments : V et
J, de sous-type k ou A. Le complexe protéique composé des endonucléases Rag (Recombination
Activating Gene) 1 et Rag2, est l'initiateur de la recombinaison VDJ. Ce complexe est capable de
reconnaitre des séquences signal de recombinaison (RSS) spécifiques, situées en amont ou en aval

de chaque segment V, D ou J, pour ensuite conduire a leur rapprochement par recombinaison.

Le premier évenement consiste en une reconnaissance d’une premiere séquence RSS, par le
complexe RAG associé a la protéine HMGB1 (High Mobility Group protein B1) et a la « capture » de
la deuxieme séquence RSS pour former une synapse entre les deux segments. Les enzymes Rag
introduisent alors des doubles cassures d’ADN entre chaque géne amené a étre recombiné et sa
séquence RSS associée. Puis les protéines RAG et les facteurs de réparation de I’ADN de la famille du
NHEJ (Non homologous end joining), spécifique des cassures d’ADN double brin, s’associent afin de
joindre les extrémités des séquences d’ADN. Pendant cette étape, des modifications sont introduites
au niveau des extrémités des génes. Des nucléotides peuvent étre ajoutés par la TdT (Terminal
deoxynucleotidyl Transferase) ou supprimés par certaines exonucléases. Enfin, la derniére étape est

réalisée par I’ADN ligase IV qui permet la ligation finale des deux segments.

Le réarrangement des genes aux premiers stades du développement des LB génere une
immense diversité de BCR, due a deux mécanismes. Tout d’abord, il existe de multiples copies pour
chaque segment V, D et J. Chez 'Homme par exemple, on dénombre, pour la chaine lourde, une
guarantaine de segments géniques V, une vingtaine de segments géniques D et environ 6 segments
géniques J, ce qui offre un trés grand nombre de combinaisons possibles pour la constitution de la

région variable. A ceci s’ajoute le fait que I’association aléatoire des chaines lourdes aux chaines
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légéres augmente le nombre déja considérable de possibilités. Cet ensemble de possibilités
représente la diversité combinatoire. De plus, il existe une diversité jonctionnelle qui résulte en
I’addition et/ou la suppression aléatoire de nucléotides entre les différents segments lors de leur
assemblage, par la TdT et des exonucléases respectivement, comme évoqué plus haut. Additionnés
les uns aux autres, ces mécanismes permettraient I'émergence d’au moins 10! BCR différents,
exprimés a la surface des LB naifs a raison d’un seul type de BCR par cellule. A cela, s’ajoutera le
processus d’hypermutation somatique dans les centres germinatifs des organes lymphoides
secondaires, qui concerne les LB matures activés par I'antigéne et consiste a augmenter I'affinité
gu’ils ont pour leur antigéne, en générant des mutations dans les régions variables du BCR (Chi et al.,

2020; Nemazee, 2017).

a Immunoglobulin H-chain locus b Immunoglobulin k L-chain locus  Immunoglobulin A L-chain locus € Membrane IgM
46 RSS 23 RSS 6 36 5 35 4 H chain
(I}~ 0}
. 5 L o N . K N " R K L chain
L H | L Cn Y & —Ho- Cell
membrane
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Figure 5. La partie variable des génes des immunoglobulines est composée d'éléments variables (V), de diversité (D) et
de jonction (J) sur le locus codant la chaine lourde (H) (a), et d'éléments V et J sur chacun des deux loci codant les chaines
L, A et k (b). Les triangles montrent les séquences de signaux de recombinaison (RSS) adjacentes aux segments de genes.
Les nombres au-dessus de chaque élément indiquent les nombres estimés des éléments génétiques indiqués, disposés le
long des loci 165-168 de I'immunoglobuline humaine. Chaque élément V, D et J peut se recombiner comme indiqué pour
générer de nombreuses combinaisons d'éléments dans un locus. Sur le locus de la chaine H, les réarrangements de génes
D avec J se produisent en premier, suivis par la recombinaison de V avec DJ. Le schéma de la protéine membranaire IgM
(c) montre I'emplacement approximatif des résidus d'acides aminés codés par chaque élément.

(Nemazee, 2017)

3.1.2 Tolérance centrale

- Ladélétion

Dans le cas ou le BCR est autoréactif avec une trés forte affinité pour un antigéne du soi, un
programme de mort cellulaire, appelé délétion clonale, est induit au stade immature dans la MO,
lorsque le LB exprime une IgM de surface compléte (Nemazee, 2017). La délétion clonale résulte de
la suppression de certains signaux de survie et cela provoque le déclenchement de la mort

programmée par apoptose. L'apoptose y est induite par sa voie intrinséque (ou mitochondriale), par
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suite du relargage de facteurs pro-apoptotiques tels que Bim, Bak et Bad, capables d’inhiber les

facteurs anti-apoptotiques de la famille des BCL-2 (cf. INTRODUCTION 3.2).

- L’édition de récepteur

L’édition de récepteur est le mécanisme prédominant de la tolérance centrale. Il a également
lieu dans la MO, au stade immature. Dans le cas ou ce LB présente un récepteur avec une forte affinité
pour un antigene du soi mais moindre que dans le cas de la délétion clonale, le BCR est rapidement
internalisé et la cellule met en pause temporairement sa maturation. Cela induit plusieurs
éveénements au niveau de la cellule : tout d’abord les récepteurs de « homing » (ex : CD62L) ne sont
plus exprimés, empéchant ainsi I'attraction du LB vers les organes lymphoides secondaires ; puis
I’expression des récepteurs de BAFF (B-cell Activating Factor), cytokine importante pour la survie des
LB, est diminuée ; enfin, les genes Ragl et Rag2, codant pour les enzymes responsables de la
recombinaison VDJ, restent exprimés, permettant la mise en place de réarrangements VD)
secondaires (Goodnow et al., 2005). Ces réarrangements secondaires permettent, dans la plupart
des cas, d’éliminer le locus réarrangé de la région variable de la chaine légére et plus rarement de la
chaine lourde responsable de I'autoréactivité, et de le remplacer par un nouveau locus réarrangé. Le
réarrangement continue jusqu’a ce qu’un récepteur non autoréactif soit produit ou jusqu’a ce que
plus aucun segment génique ne soit disponible pour une recombinaison secondaire (Nemazee, 2017).
La proportion de LB autoréactifs restant aprés délétion/édition de récepteur est estimée a 40 %

(Bonasia et al., 2021).

L’anergie

L'anergie se produit lorsque le BCR autoréactif est engagé avec une force de signal plus faible
(affinité plus faible pour I'antigéne ou antigene quantitativement moins présent exprimé dans la
MO). L'anergie est définie comme un état d’inactivation de la cellule et concerne les LB présentant
une autoréactivité d’intensité faible a intermédiaire. L’état de non-réponse du LB anergique serait la
conséquence d’une expression augmentée de molécules inhibitrices des LB (CD22 et CD72, par
exemple), d’une diminution de I'expression de molécules activatrices ou d’une diminution de
I’expression du BCR. Les LB anergiques vont donc étre retrouvés en périphérie et sont exclus des

centres germinatifs par compétition avec les LB non autoréactifs, et ont ainsi une durée de vie plus
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courte (Gros et al., 2018; Yarkoni et al., 2010). L'expression des marqueurs d’activation est retrouvée

modifiée dans les LB de patients (cf. INTRODUCTION 3.4.2)
- L’ignorance

Un autre état de tolérance, appelé ignorance, consiste en I'incapacité des LB a répondre a
leur auto-antigene en raison de la trop faible affinité qu’ils ont pour celui-ci. lls ont des
caractéristiques proches des LB anergiques, mais a l'inverse de ces derniers, ces cellules peuvent étre
activées par une voie indépendante du BCR (voie des TLR par exemple). Ces cellules sont presque
considérées comme non autoréactives et ainsi présentent une demi-vie et une maturation normales,
mais peuvent devenir pathogéniques en cas d’activation et potentiellement de maturation d’affinité
de leur BCR (INTRODUCTION 3.5.2) (Aplin et al., 2003). De plus, ces LB produisent des auto-anticorps
dits « naturels » de type IgM et pour la plupart polyréactifs qui pourraient jouer un réle de premiéeres

barrieres contre les infections (Fereidan-Esfahani et al., 2019).

3.1.3 Tolérance périphérique

L'anergie et I'ignorance sont des états réversibles et en cas d’une stimulation suffisamment
forte délivrée par les LT, les LB pourraient subir dans certains cas une hypermutation somatique
(modification des genes de la région variable du BCR augmentant I'affinité du récepteur pour son
antigene) et donc gagner en affinité pour I'auto-antigéne. Dans ce cas, il existe des mécanismes de
tolérance périphérique (Figure 6 A et B), certains similaires a la tolérance centrale comme la délétion
clonale et I'anergie (exclusion folliculaire des LB autoréactifs). Les LTreg et les LBreg vont également
participer a la régulation des LB autoréactifs en supprimant les signaux activateurs ou en induisant
des signaux inhibiteurs. Il est important de noter que le LB autoréactif aura besoin d’une aide par un
LT autoréactif pour se différencier en plasmocyte sécréteur d’auto-anticorps. Le controle des LB
autoréactifs en périphérie est ainsi médié par une tolérance T efficace (Bonasia et al., 2021; Gros et

al., 2018).
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Figure 6. Elimination des LB autoréactifs par les mécanismes de tolérance périphérique a
différents points de controdle. (A) Dans la rate, les LB transitionnels qui se lient fortement aux
auto-antigenes présents dans la rate subissent une délétion clonale ou une anergie, ce qui
réduit la fréquence des LB autoréactifs. Les LB transitoires qui se lient modérément aux auto-
antigenes deviennent des LB naifs. Les LB naifs rencontrent principalement des antigenes dans
les ganglions lymphatiques et |a rate. L'activation des LB naifs dépend de la fixation d'antigenes
et de l'interaction avec les LTh (TH cell) CD4+ ayant la méme spécificité antigénique que les LB
qui regoivent des signaux de costimulation. Les LB naifs qui n'interagissent pas avec les LTh
subissent une délétion clonale ou une anergie, ce qui réduit encore la fréquence des LB
autoréactifs. (B) Les LB activés pénétrent dans les centres germinatifs des ganglions
lymphatiques et de la rate, subissent une hypermutation somatique (SHM) et un changement
d'isotype, et finissent par se différencier en LB mémoire et en plasmocytes a longue durée de
vie. Ces processus de maturation dépendent des signaux de costimulation émis par les LT
auxiliaires folliculaires (TFH) CD4+ ayant la méme spécificité antigénique. Une délétion clonale
est induite dans les LB qui ne recgoivent pas de signaux de costimulation des LTFH, ce qui
entraine I'élimination des LB autoréactifs du pool de LB.

(Bonasia et al, 2021)

)
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L'apoptose est un mécanisme physiologique de mort cellulaire programmeée, décrite pour la
premiere fois par Kerr et son équipe (Kerr et al., 1972) se déroulant durant le développement et le
vieillissement, permettant la conservation de I’homéostasie tissulaire en renouvelant les cellules.
L’apoptose peut également étre activée en tant que mécanisme de défense (cellules infectées par
exemple). On distingue classiquement deux voies différentes de I'apoptose, la voie extrinséque et la
voie intrinseque, qui ne font pas intervenir les mémes signaux d’activation mais les dernieres
recherches ont montré que ces deux mécanismes pouvaient étre liés au niveau de leurs voies de

signalisation (Elmore, 2007).

La voie extrinséque implique I'interaction de récepteurs transmembranaires dits récepteurs
de mort (death receptors). Ces récepteurs de mort, tels que le récepteur Fas, font partie de la
superfamille des récepteurs au TNF (tumor necrosis factor). Dans ce modeéle, le ligand de Fas, Fas-L,
se lie au récepteur et entraine la liaison d’une protéine adaptatrice FADD, au niveau cytosolique du
récepteur. FADD active la cascade de caspases débutant par I'activation de la caspase 8 qui elle-
méme active les caspases « effectrices » en les clivant (caspases 6, 7 et 3). A 'opposé, la voie
intrinseque fait intervenir la libération de cytochrome c par les mitochondries (situées dans le
cytoplasme) a la suite d’'une agression de la cellule (stress oxydant, réactif chimique...). Le
cytochrome c permet I'activation de I'apoptosome contenant la pro-caspase 9 et son clivage en
caspase 9. Cette caspase 9 va ensuite activer les caspases « effectrices » en les clivant (caspases 6, 7
et 3). La caspase 3 dégrade plus de 500 protéines cytoplasmiques et est 'acteur clé de la mort

cellulaire programmée (Elmore, 2007).

Apres la dégradation de la cellule orchestrée par la caspase 3, les constituants cellulaires
doivent étre éliminés. Le processus de clairance des cellules mortes, appelé efferocytose, se déroule
normalement selon un mécanisme actif dans le corps humain tout au long de la vie. Grace a des
signaux libérés par les cellules mortes, les cellules professionnelles (macrophages et cellules
dendritiques) et non professionnelles (cellules épithéliales et fibroblastes) participent activement a
I'identification des corps apoptotiques et a leur engloutissement pour les dégrader. Le processus
d'efferocytose peut étre divisé en quatre étapes (Figure 7) : (1) I'émission du signal "trouve-moi"
(« find me ») par les cellules mortes pour recruter des phagocytes, (2) l'identification par les

phagocytes et sa contribution aux signaux "mange-moi" (« eat me ») émis par la cellule, (3)
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I'internalisation des cellules mortes, et enfin (4) la dégradation des cellules internalisées

(Abdolmaleki et al., 2018).

GAS-6
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Figure 7. Le processus d'élimination des cellules mortes par les phagocytes grace a la recherche de
cellules apoptotiques, la reconnaissance de leurs signaux et l'internalisation des cellules. (A) Le signal
“find me" : les cellules apoptotiques libérent des signaux tels que I'UTP, I'ATP, la sphingosine-1-
phosphate (S1P), et la lysophosphatidylcholine (LPC) ou fractalkine. Les phagocytes peuvent ainsi
détecter le signal "find me" pour repérer les cellules apoptotiques a I'aide de récepteurs apparentés,
notamment le récepteur de sphingosine-1-phosphate (S1PR), les récepteurs purinergiques (P2Y2), le
récepteur couplé aux protéines G (G2A) et CXCR3. (B) Le signal "eat me" : les cellules mourantes
exposent des signaux "eat me" a leur surface, de sorte que les phagocytes peuvent reconnaitre et
engloutir les cellules apoptotiques en recrutant un complexe de récepteurs et de molécules pontantes.
Les principaux signaux comprennent I'expression de la phosphatidylsérine (PtdSer) a la surface de la
cellule en apoptose, de l'inhibiteur de I'angiogenése spécifique du cerveau 1, du récepteur de mucine
des LT (TIM1, TIM3, TIM4) et de RAGE, et la stabilisation avec les molécules pontantes spécifiques des
PS, ainsi que Gas6, le facteur EGF 8 (MFG-E8) et la protéine S a la surface des phagocytes. La calréticuline
(CRT) et I''CAM3, qui peuvent moduler I'identification et I'engloutissement des cellules apoptotiques par
les récepteurs LRP (via C1q) et CD14 situés sur les phagocytes constituent d'autres signaux "eat me". (C)
Le processus d'engloutissement : aprés le recrutement des récepteurs d'engloutissement par l'activité
de la voie Rac, la polymérisation de I'actine et le réarrangement du cytosquelette commencent.

(Abdolmaleki et al., 2018)
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L'apoptose est utile a plusieurs stades dans la régulation du systeme immunitaire et son
développement. Au niveau du thymus (tolérance centrale) lors du développement des LT
(élimination des LT autoréactifs) ou au niveau de la moelle osseuse lors du développement des LB,
ou encore en périphérie (régulation de la prolifération lymphocytaire aprés stimulation du systéme
immunitaire, par exemple aprés résolution d’une infection). De nombreux travaux ont démontré un
réle majeur des corps apoptotiques dans le développement du lupus. Ils constitueraient les « auto-
antigenes » impliqués dans la rupture de tolérance contre les antigénes nucléaires. Un exces
d’apoptose et/ou un défaut qualitatif et/ou une anomalie de la clairance (élimination) des corps

apoptotiques sont des causes de la pathologie (Nagata and Tanaka, 2017; Yang et al., 2019).

Plusieurs anomalies de I'apoptose ont été décrites au cours du lupus. Les monocytes et les
lymphocytes montrent une apoptose accélérée au cours du LES. Cette apoptose augmentée pourrait
étre la cause de l'accroissement de la quantité de nucléosomes circulants (amas de protéines et
d’ADN, constituant principal de la chromatine) retrouvés dans le sérum des patients lupiques (Yang
et al., 2019). Les rayonnements UV induisent également une apoptose importante des kératinocytes,
or la photosensibilité des lésions est un critere de diagnostic du LES (Tsokos et al., 2016). Les
rayonnements UV représentent de plus un facteur environnemental clairement démontré.
L'augmentation de I'apoptose entraine une saturation des mécanismes de clairance physiologique
de ces corps apoptotiques circulants. Les antigenes présents dans ces vésicules peuvent également
étre modifiés par clivage enzymatique (par les caspases), par oxydation par les radicaux libres et les
dérivés du NO, ou par phosphorylation par les kinases. Ces modifications augmenteraient
I'immunogénicité de certains antigénes et pourraient expliquer en partie I'apparition d’une rupture

de tolérance vis-a-vis de certains auto-antigénes (Lightfoot et al., 2017; Wu et al., 2016).

Par ailleurs, de nombreux travaux ont montré un défaut de I'activité des macrophages chez
les patients lupiques, mais également un défaut de maturation de ces cellules ou un défaut
d’expression de certains récepteurs permettant la clairance des corps apoptotiques (Nagata and

Tanaka, 2017) (Figure 8).
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Figure 8. Déficience de clairance des corps apoptotiques dans I'étiologie du LES. Chez le sujet sain, les cellules
apoptotiques sont efficacement éliminées par les macrophages et les opsonines, évitant ainsi I'exposition aux auto-
antigenes et favorisant la tolérance. Chez les patients atteints de LES, I'altération de la clairance des cellules mortes et
mourantes due a des macrophages moins efficaces, a une carence en opsonines et a la présence d'anticorps anti-
opsonine, conduit a une exposition aux auto-antigenes par formation de cellules nécrotiques secondaires (SNECs).
L'accumulation de SNECs dans les centres germinatifs facilite la présentation d'auto-antigénes par les cellules
dendritiques folliculaires aux LB autoréactifs. En conséquence, la tolérance immunologique est compromise et la
réponse auto-immune est initiée.

Figure personnelle

L’opsonisation a pour principe de recouvrir un corps a éliminer (cellule ou bactérie) par une
molécule (hommée « opsonine ») favorisant ainsi la reconnaissance de ces corps par les cellules
(phagocytes) dotées de récepteurs pour ces opsonines. La clairance des cellules apoptotiques ne
dépend pas uniquement des phagocytes mais également de ces protéines solubles qui permettent
I’'opsonisation physiologique : nous pouvons citer la protéine C réactive (CRP), les protéines du
complément (C3, C4, Clq), la protéine SAP (serum amyloid P component), les IgM, la MBL (mannose
binding lectin). Les corps apoptotiques vont fixer ces opsonines via des récepteurs spécifiques ou non

(C1g-R, CD14, CD68, annexines...). Ces opsonines fixées a la surface des corps apoptotiques pourront
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étre reconnues par des récepteurs spécifiques présents a la surface des macrophages et des cellules
dendritiques immatures (Gordon and Pliddemann, 2018). En cas de déficit fonctionnel ou quantitatif
en opsonines, par exemple des défauts génétiques en complément (C1qg, MBL...), ou de neutralisation
de ces opsonines par des anticorps (anti-C1q, anti-CRP...), il existe un risque d’accumulation de corps
apoptotiques susceptibles de se transformer en corps nécrotiques, alors capables d’induire une
réaction inflammatoire avec production de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, TNF-a et IL-12).
S’ensuivra une différenciation des cellules dendritiques en cellules présentatrices d’antigenes qui
vont activer les LT auto-réactifs via I'intervention de nombreuses molécules de costimulation, ces LT

pouvant alors activer des LB autoréactifs (Abdolmaleki et al., 2018).

Un autre élément peut étre a I'origine d’un défaut de clairance des corps apoptotiques : une
baisse d’activité de la DNAse | circulante (enzyme dégradant I’ADN libéré en excés). Ce type
d’anomalie congénitale (mutation du gene codant la DNAse 1), peu fréquent, a été associé a des
formes familiales de lupus. Les sérums de patients pourraient également contenir des anticorps
capables de bloquer I'activité de I'enzyme et ainsi augmenter la charge en corps apoptotiques

(Mahajan et al., 2016).

Lors d’une réponse immunitaire, des complexes immuns circulants se forment de fagon
transitoire. Ces complexes immuns sont composés d’anticorps fixés a leurs antigenes. Chez un sujet
sain, il existe un systéeme de clairance de ces complexes immuns. En revanche, dans certaines
maladies, notamment dans le LES, des auto-anticorps se fixant a ces auto-antigenes présents dans
les tissus et dans la circulation sanguine sont responsables de la formation de complexes immuns
circulants (Mustelin et al., 2019a). Ces complexes immuns peuvent se maintenir plus longtemps, ils
peuvent étre moins reconnus et éliminés par des systémes de capture tels que les récepteurs au
complément (CR1, Complement Receptor type 1) par exemple, entrainant ainsi des répercussions
pathologiques. La présence constante d’auto-antigenes, par exemple du fait d’'une anomalie de
clairance physiologique des corps apoptotiques, peut étre responsable de la formation continue de
complexes immuns circulants. La corrélation entre le taux de complexes immuns et I'activité de la

maladie lupique a depuis longtemps été démontrée (Toong et al., 2011).

23



La majorité des patients présente des auto-anticorps ciblant des antigenes nucléaires,
nommés ANA (pour anti-nuclear antibody ou anticorps anti-nucléaires). La détection des ANA est un
test courant de diagnostic d'auto-immunité. Ces auto-anticorps peuvent cibler de nombreux
composants intracellulaires tels que la chromatine, I’ADN double-brin, les protéines liées aux acides

nucléiques (histones), etc.

Ce taux élevé de complexes immuns a pour conséquence |'apparition de lésions tissulaires,
notamment de type glomérulonéphrite lupique. Les complexes immuns se déposent au niveau des
glomérules, activent le systeme du complément, déclenchant I'inflammation et causant des lésions
tissulaires. lls vont aussi entrainer I'activation de cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) et
d’autres cellules du systéme immunitaire, via la reconnaissance des immunoglobulines présentes
dans ces complexes immuns par des récepteurs spécifiques (récepteurs aux domaines constants des

immunoglobulines : récepteurs Fcy, Fca... ).

3.4.1 Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques représentent un élément clé du systéme immunitaire, a I'interface
entre I'immunité innée et I'immunité adaptative (Figure 9). Les cellules dendritiques analysent
continuellement leur environnement, présentent des antigenes aux LT afin de déclencher leur
activation et ainsi celle de la réponse humorale, c’est-a-dire la production d’anticorps par les
plasmocytes issus des LB. Elles participent aussi aux phénomeénes de tolérance périphérique
(sécrétion de cytokines inhibitrices de la réaction immunitaire) ou au déclenchement d’une réaction
immune en fonction de leur état d’activation (production de cytokines activatrices du systeme

immunitaire) (Worbs et al., 2017).

Il existe des cellules dendritiques immatures résidant dans les tissus qui vont capturer les
antigénes mais ont une faible capacité de présentation, et des cellules matures migrant dans les
organes lymphoides secondaires, caractérisées par une capacité optimale de présenter les antigenes.
En effet, dans les organes lymphoides secondaires va se dérouler I’activation du systéeme immunitaire
adaptatif (LT et LB). Chez I’'Homme, plusieurs types de cellules dendritiques sont décrits : les cellules
dendritiques conventionnelles (ou myéloides), les cellules dendritiques dérivées de monocytes, les
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cellules de Langerhans et les pDC (cellules dendritiques plasmacytoides) (Hilligan and Ronchese,

2020).
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Figure 9. Les cellules dendritiques lient I'immunité innée a lI'immunité adaptative. Une fois en contact avec des
antigenes microbiens, qu’elles reconnaissent via des récepteurs appelés PRR (Pattern Recognition Receptors), les
cellules dendritiques maturent et migrent vers les ganglions lymphatiques drainants ou ils présentent des antigénes aux
lymphocytes T naifs. Différents pathogénes déclenchent des profils de maturation distincts pour les cellules
dendritiques, ce qui conduit a la polarisation de différents sous-ensembles de lymphocytes T (LT). La réponse
immunitaire adaptative est donc modulée, dans une certaine mesure, pour correspondre a la nature du pathogene. Ag
:antigene ; CTL : lymphocyte T cytotoxique ; LTw : LT helper (LT auxiliaire) ; LTreg : LT régulateur.

Figure personnelle

Une présentation antigénique prolongée ou défectueuse et une augmentation de la
production de cytokines par les cellules dendritiques sont importantes dans la rupture de tolérance
et le développement d’'une auto-immunité (Moulton et al., 2017). Les cellules dendritiques ont un
role important dans la clairance des corps apoptotiques (elles peuvent capturer les corps
apoptotiques au méme titre que les macrophages) et la production de cytokines anti-inflammatoires,
essentielles aux mécanismes de tolérance (Kim and Diamond, 2015). Des récepteurs situés a la
surface des cellules dendritiques tels que Scarfl, ou des molécules de la cascade du complément, par
exemple Clq, ont été impliqués dans la clairance des cellules apoptotiques (Shao and Cohen, 2011).
Il a été proposé qu’une carence de ces molécules pourrait déclencher ou favoriser I'auto-immunité,

avec, dans certains cas, le développement d’'une maladie semblable au lupus (Leffler et al., 2014;
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Ramirez-Ortiz et al., 2013). Ceci a été démontré par de nombreuses études chez la souris (Moulton

et al., 2017).

Enfin, les pDC sont capables de sécréter de grandes quantités d’interférons (IFN) de type |,
des IFN-a notamment, acteurs essentiels du lupus, comme expliqué dans le paragraphe suivant
(Worbs et al., 2017). Diverses études ont montré une accumulation de pDC dans la rate de souris
développant un lupus ainsi que chez des patients atteints de lupus (Sang et al., 2014). Des infiltrations
massives de pDC ont également été observées dans les lésions rénales et cutanées des patients
atteints de LES, ce qui suggére qu'elles contribuent aux lésions tissulaires locales (Farkas et al., 2001).
Les stratégies ciblant les cellules dendritiques pour limiter leur autoréactivité et promouvoir leurs
fonctions tolérogénes sont considérées comme des outils thérapeutiques potentiels mais il reste
encore beaucoup de recherches a faire pour mieux comprendre le fondement moléculaire et la

contribution précise de ces cellules a la pathogenese du LES (Moulton et al., 2017).

3.4.2 Les interférons de type |

Les IFNs sont apparus au cours de |'évolution afin de permettre une réponse rapide face aux
pathogenes. lls font partie de la ligne de défense de I'immunité innée, la premiére a se mettre en
place lors d’une infection. Leur role a ensuite été étudié dans de nombreux processus biologiques
(survie cellulaire, prolifération, différenciation...). Il y a trois types d’IFNs : type |, type Il et type lIl.
Chaque type se lie a un récepteur cellulaire spécifique. La voie des IFN de type | inclut, chez 'Homme,
treize IFN-a, I'IFN-B et plusieurs produits monogéniques mal définis (IFNg, IFNT, IFNK, IFNw, IFNS et
IFNT). Chaque sous-type est produit par des cellules spécifiques en réponse a des stimuli précis
(Pestka et al., 2004). La production d’IFN-a et -B est strictement contr6lée mais augmente
rapidement lorsque de I’ADN viral ou bactérien est détecté par des PRRs (pattern recognition
receptors), tels que les TLR (Toll like receptors), ou des senseurs cytoplasmiques des acides
nucléiques. La voie de signalisation activée dépend ensuite du PRR lié, de la cellule activée et de la
localisation de I'acide nucléique détecté. Les TLR impliqués dans la production d’IFN de type | sont
présents en majorité dans les cellules immunitaires, ils sont localisés dans les compartiments
endosomaux détectant les ARN double brin (TLR3), les ARN simple brin (TLR7/8) et les ADN double
brin hypométhylés (TLR9) (Bengtsson and Rénnblom, 2017; Kawai and Akira, 2010).

Le role du TLR7 dans la physiopathologie du LES fait 'objet de nombreuses recherches. La

gravité de la maladie chez les souris prédisposées au lupus dépend de I’activité du gene TIr7 (Pisitkun
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et al., 2006; Souyris et al., 2018a; Subramanian et al., 2006). La déficience en TLR7 protége les souris
contre le lupus en diminuant la production d'auto-anticorps dirigés contre les ribonucléoprotéines et
atténue les maladies rénales associées au lupus. En revanche, la surexpression de TIr7 induit une
auto-immunité systémique, méme dans un fond génétique non prédisposé au lupus. La signalisation
TLR7 intrinseque aux LB est essentielle au développement des centres germinatifs et a la production
d'auto-anticorps. La détection de I'ARN par TLR7 représente donc un mécanisme central d'activation
chronique des LB dans le LES et des travaux ont déterminé que linactivation imparfaite du
chromosome X, ou se situe le géne TIr7 expliquerait le sex ratio dans le LES (Guéry, 2019; Souyris et
al., 2018b; Youness et al., 2021). Des mutations gain de fonction du genes TIr7 ont également été

décrites récemment (Brown et al., 2022).

La voie des IFN de type | est responsable de multiples effets sur les réponses immunitaires,
notamment l'activation des monocytes et la différenciation des pDC, l'activation des LT / LB
autoréactifs, la stimulation de la production d'auto-anticorps et l'induction de cytokines pro-
inflammatoires et de chimiokines. Cette voie est définie comme centrale dans la pathogenese du LES

(Muskardin and Niewold, 2018).

Les monocytes et les pDC sont les cellules sécrétant la majorité de I'lFN-a et -B en réponse
aux infections virales et bactériennes. Cette production est régulée par I'interaction entre les pDC et
les autres types de cellules immunitaires (Figure 10). Les pDC expriment le TLR7 et le TLR9 et ont un
niveau basal élevé d’IRF7 (interferon regulatory factor 7), trois médiateurs essentiels de la production
d’IFN-a. De nombreux récepteurs cytosoliques a I’ADN ont été décrits récemment, par exemple le
DAl (DNA-dependent activator of IFN-regulatory factor 1) et la cGMP-AMP synthase (cGAS),
suggérant leur réle dans la reconnaissance d’ADN de pathogéne et notamment d’ADN du soi mal
éliminé. Dans |'ensemble, il semble y avoir une redondance des récepteurs immunitaires détectant
les acides nucléiques, et il reste a clarifier comment ceux-ci sont impliqués dans la reconnaissance de
I'ADN et de I'ARN d'origine endogene et quelles sont les conséquences dans le développement d’une

auto-immunité s'ils ne sont pas correctement régulés (Bengtsson and Ronnblom, 2017).
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Figure 10. La production d'interférons de type | est régulée par les interactions entre les cellules dendritiques
plasmacytoides et les autres types de cellules. Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) produisent des
interférons de type | (IFN) lorsqu'elles sont stimulées par des complexes immuns contenant des acides nucléiques (Cl)
et des composants des NET (neutrophil extracellular traps) produits par les neutrophiles. De plus, les plaquettes activées
exprimant le CD154 peuvent stimuler les pDC a produire des IFN de type | en se liant au CD40 sur les pDC. Les cellules
NK augmentent la production d'IFN de type | par les pDC activées grace a |'antigéne associé aux lymphocytes (LFA)-1 et
a la sécrétion de MIP1-B. En revanche, les monocytes/macrophages activés suppriment la capacité des pDC a produire
des IFN de type | (via une régulation négative des cellules NK) en libérant des espéces réactives oxygénées (ROS) et de
la prostaglandine E2 (PGE2). De plus, les LB et les LT activés augmentent la production d'IFN de type | par les pDC
stimulées par les Cl par des mécanismes impliquant respectivement le CD31 et le GM-CSF soluble.

Figure personnelle

Les patients atteints de LES ont une production continue d'IFN de type | qui donne lieu a la
« signature interféron » consistant en une augmentation sensible de I'expression des genes induits
par les IFNs (ISGs pour interferon-stimulated genes). Cette signature peut étre retrouvée chez 50 a
75 % des patients adultes et jusqu'a 90 % des enfants atteints de LES (Bennett et al., 2003; Iwamoto

et al., 2022; Wahadat et al., 2022). Plusieurs études ont trouvé une association entre la signature IFN
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et de multiples manifestations cliniques, telles que la néphrite et la maladie du SNC (Crow, 2014). La
recherche de cette signature peut étre proposée pour suivre la sévérité de la maladie et I'efficacité
des traitements (Pescarmona et al., 2019). Le LES touchant le SNC a longtemps été méconnu, mais
récemment, des travaux ont montré que la dérégulation du systeme IFN de type | pourrait étre liée
aux phénotypes comportementaux et a la perte synaptique dans les modeles de lupus murin. Cette
signature est également présente dans d’autres pathologies auto-immunes (polyarthrite

rhumatoide, sclérodermie systémique...) (Bengtsson and Rénnblom, 2017; Sim et al., 2022).

Les complexes immuns constitués des corps apoptotiques ou de nucléosomes liés aux auto-
anticorps sont capables d’induire de grandes quantités d’IFN-a via leur fixation a certains récepteurs
capables de reconnaitre la fraction Fc des immunoglobulines (FcyRIla ou CD32a). Ceci va entrainer
I'internalisation et I'acheminement des auto-antigénes vers les TLR endosomaux tels que TLR9 et/ou
TLR7. Une fois activées, les pDC vont migrer vers les organes cibles. Dans le sang des patients
lupiques, il existe ainsi une baisse importante des pDC circulantes, elles sont en effet recrutées vers
les Iésions cutanées spécifiques du LES mais aussi vers les organes lymphoides secondaires, afin

d’initier la réponse adaptative et la production d’anticorps (Bengtsson and Rénnblom, 2017).

Les IFN-a sont donc sécrétés en grande quantité par les pDC. Les IFN de type | vont activer les
cellules dendritiques conventionnelles capables de phagocyter les corps apoptotiques. Il y aura
ensuite présentation de ces antigénes aux LT autoréactifs, a I'origine d’une réponse immunitaire
autoréactive. On aboutit ainsi a une production d’auto-anticorps par les LB, différenciés en
plasmocytes a longue durée de vie : ces auto-anticorps sont dirigés contre les antigénes nucléaires
et permettent la formation de complexes immuns qui vont a leur tour activer les pDC et ainsi

réenclencher un cycle de production d’IFN-a (Figure 11).
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Figure 11. IFN et rupture de tolérance conduisant a une auto-immunité (1) La reconnaissance des acides nucléiques
dans les débris apoptotiques par les pDC induit une production rapide de grandes quantités d'IFN de type I. (2) Les
IFN de type | induisent a la fois une auto-amplification de la voie TLR dans les pDC et un état d’alerte dans les cellules
cibles. (3) Les IFN de type | influencent la différenciation monocytaire et I'activation ultérieure des DC, qui (4) traitent
et présentent les antigénes du soi dérivés des cellules apoptotiques. (5) Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ autoréactifs
sont activés par les DC présentant des auto-antigenes, et la signalisation par le récepteur IFN de type | favorise leur
survie et améliore I'activité cytotoxique des lymphocytes T cytotoxiques (CTL). (6) Les CTL détruisent les cellules hotes
non infectées, qui expriment des niveaux élevés d'auto-antigénes, par la voie des granules cytotoxiques. Les débris
de cellules apoptotiques sont internalisés par les DC et présentés pour reconnaissance par les LT dans une boucle
d’auto-amplification. (7) Les IFN de type | induisent également la différenciation des LB autoréactifs en plasmocytes,
et favorisent la production d'auto-anticorps. (8) Les auto-anticorps peuvent former des complexes immuns avec les
molécules des débris cellulaires qui (9) lient les récepteurs Fc et les TLR sur les pDC, amplifiant ainsi la production
d'IFN de type I. BCR (récepteur des LB) ; CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité); CTL (lymphocyte T
cytotoxique) ; DC (cellule dendritique) ; IFN (interféron) ; IFNAR (récepteur de l'interféron-a) ; pDC (cellule
dendritique plasmacytoide) ; TCR (récepteur des LT) ; TLR (récepteur de la famille Toll).

(Adaptée de Felten et al, 2018)



3.4.3 Les polynucléaires neutrophiles

Des propriétés fonctionnelles modifiées des neutrophiles ont été observées dans le LES, y
compris une diminution de I'activité phagocytaire et lysosomale, une surexpression des molécules
d'adhésion comme la molécule d'adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1) et la molécule d'adhésion
vasculaire-1 (VCAM-1) permettant une agrégation cellulaire accrue, et une activation intravasculaire
in vivo. De plus, la présence de neutrophiles infiltrant les tissus est une caractéristique de I'atteinte

rénale du lupus (Georgakis et al., 2021).

Un mécanisme spécifique de mort des neutrophiles a été récemment démontré, consistant
en une extrusion de piéges extracellulaires appelés NETs (neutrophil extracellular traps), un réseau
de fibres chromatiniques composées principalement d'ADN. Le réle de ces NETs est principalement
de piéger les pathogénes extracellulaires afin de faciliter leur élimination, mais la présence d’acides
nucléiques entraine également la production de cytokines inflammatoires par les autres cellules en
contact. Des études ont lié la formation de NETs a la source de I'auto-antigene ADNdb (double brin)
dans le lupus. Des expériences réalisées sur des modeles murins de lupus ont montré un impact de
la production de NETs sur I’évolution de la maladie. Chez les patients, des défauts d’élimination de
ces NETs (Leffler et al., 2015), une accumulation de neutrophiles dans les tissus lésés et la présence
d’auto-anticorps visant les composants des NETs suggérent un réle important des NETs dans le
développement de la pathologie. Les NETs représentent de nouvelles cibles potentielles de
traitements. Des inhibiteurs de la formation de NETs sont envisagés ainsi que des traitements ciblant

directement les neutrophiles (Lee et al., 2017; Sule et al., 2021; Wang et al., 2022).

3.4.4 Les monocytes/macrophages

Les monocytes et les macrophages sont tous deux de puissants phagocytes nécessaires a
I'élimination des débris apoptotiques. Les défauts de ce processus conduisent a la rupture de la
tolérance en fournissant des auto-antigénes. A I'appui de ce concept, une réduction du nombre ou
de la fonction (altération de I'absorption des cellules apoptotiques) des macrophages, concomitante
a une accumulation de cellules apoptotiques pres des centres germinatifs, a été signalée chez des
patients atteints de LES, ainsi que dans des modéles murins de lupus (Cuda et al., 2016). De plus,
I’examen splénique de plusieurs modéles de souris lupiques et de patients atteints de LES a révélé
une perte progressive de la fonction phagocytaire et de la survie d'une population cellulaire distincte

de macrophages de la zone marginale de la rate (MZM) possédant une capacité forte a éliminer les
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cellules apoptotiques et a induire des signaux tolérogénes, notamment la production de TGF-B et
d’IL-10. Ces résultats suggerent un potentiel thérapeutique pour des agents restaurant ces

macrophages spécifiques (Moulton et al., 2017).

3.5.1 Anomalies des LT

De multiples sous-populations de LT (CD4+, CD8+, double négatif) provenant de patients
lupiques sont activées de facon aberrante dans le lupus. Ces LT déclenchent des réponses
inflammatoires, activent les LB, et sont incapables de produire suffisamment de cytokines telles que
I'IL-2, essentielles a la régulation du systéme immunitaire. Tels que décrits ci-dessous, les défauts
biochimiques et moléculaires de régulation des génes des LT peuvent mener a ce phénotype anormal

dans le LES (Tenbrock and Rauen, 2022).

Les LT CD8 se différencient en LT cytotoxiques qui controlent les infections, les cellules
tumorales et les cellules autoréactives en étant capables de lyser ces cellules en relarguant des
protéines cytotoxiques telles que des perforines ou des granzymes. Les LT CD8 des patients lupiques
ont une fonction cytotoxique atténuée qui peut entrainer un risque accru d'infection (Fors Nieves
and lzmirly, 2016; Gravano and Hoyer, 2013). Des études récentes ont montré des réponses CD8
défectueuses aux antigénes viraux chez les patients lupiques. Il est connu que les infections peuvent
jouer le role de déclencheur d’une rupture de tolérance (activation des pDC, prolifération des LT et
LB, production d’IFN de type I...). L’étude du role des LT CD8 dans la physiopathologie du lupus est

en plein essor actuellement (Maria and Davidson, 2018).

Les LT CD4 auxiliaires (LTh) contribuent de facon importante a la production d'anticorps et a
I'inflammation des tissus, et sont couramment liés au développement du LES et des atteintes rénales
(Tenbrock and Rauen, 2022). Les LT de patients lupiques présentent plusieurs altérations.
Notamment, le complexe TCR est modifié a la surface des LT de patients, la chaine commune FcyR
remplacant la chaine classique CD3 €. Ceci entraine une activation des voies de signalisation précoces
et une modification de la signalisation en aval du TCR. (Tenbrock et al., 2007). Par exemple, la
production augmentée ou diminuée de différentes cytokines (IL-2, IL-17 et IL-21 dans les LTh par
exemple), I'activation de certaines voies de signalisation (notamment Syk, recrutée par la chaine FcyR
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a la place de ZAP70 en aval du TCR) conduisent a une activation accrue du TCR et au contournement
des mécanismes de tolérance périphérique (Tenbrock and Rauen, 2022). Les LT des patients lupiques
présentent également une hyperpolarisation des mitochondries, un épuisement du principal
antioxydant intracellulaire, le glutathion, et une réduction de la synthese d'ATP, ce qui entraine une
diminution de la mort cellulaire induite par I'activation du TCR (Perl, 2016). De plus, une accumulation
de LT effecteurs/mémoires a été décrite chez ces patients, qui résulterait de I'activation de la voie

PI3K/AKT/mTOR, conférant a ces cellules une résistance a la mort cellulaire (Katsuyama et al., 2018).

En plus de I'accumulation des LT effecteurs/mémoires, il y a un biais vers la production des LT
auxiliaires Th17 avec une régulation a la baisse des cytokines inhibitrices produites par les LTh1 et les
LT régulateurs (LTreg, exposés plus loin), a savoir I'IFN-y et le TGF-B respectivement, et la régulation
ala hausse des cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-6 et I'IL-17 (Rother and van der Vlag, 2015;
Talaat et al., 2015). L'augmentation des LTh17 et de la cytokine IL-17 produite par ces cellules est liée
au lupus et en particulier a la néphrite lupique (Figure 12). En effet, I'lL-17 est une cytokine pro-
inflammatoire puissante, dont les taux sont en corrélation avec le développement d'une néphrite de
type lupigue dans plusieurs modeéles de souris. De plus, la proportion de LTh17 et la quantité d'IL-17
sont augmentées dans le sang des patients lupiques, en particulier chez les patients atteints

d'insuffisance rénale (Suarez-Fueyo et al., 2016).

Les LT doubles négatifs (DN), qui n’expriment ni le CD4, ni le CD8, peuvent se différencier a
partir de LT CD8 autoréactifs ou stimulés en continu, par exemple lors d’infections chroniques. Dans
des conditions normales, un réle immunosuppresseur a été attribué a ces cellules, tant chez la souris
gue chez I'Homme. Cependant, chez les patients atteints de LES, ces cellules sont liées aux atteintes
rénales, ou elles s'accumulent et produisent la cytokine proinflammatoire IL-17 (Katsuyama et al.,

2018).
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Figure 12. Trouble de I'équilibre entre les LTregs et LTh17 dans le LES. Des cytokines importantes dans l'induction
et la prolifération des types cellulaires respectifs sont représentées. En outre, les marqueurs de surface
caractéristiques, les facteurs de transcription et les cytokines produites sont également illustrés. Les fleches
indiquent les changements d'expression observés chez les patients atteints de lupus. Les possibilités de traitement
sont représentées en rouge.

(Rother, 2015)

Le LES est caractérisé par la production d'auto-anticorps de haute affinité contre les antigenes
nucléaires, dont I'anti-ADNdb qui a été le plus corrélé avec I'activité de la maladie. L'isotype I1gG et |a
présence de mutations somatiques dans les régions variables de ces auto-anticorps indiquent que les
LB sont activés de maniére dépendante des LT. L'activation des LB dépend de l'interaction avec les
LT folliculaires (Tfh), un sous-type de LT CD4, positifs pour I’expression de CXCR5, PD-1, ICOS et CD40L
et agissant dans les follicules lymphoides des organes lymphoides secondaires (rate, ganglions
lymphatiques...), dans les centres germinatifs, ou se passe la différenciation des LB en plasmocytes,
sécréteurs d’anticorps, et en LB mémoires. De plus, ces cellules expriment des niveaux élevés d'IL-21
et d'IL-10 qui stimulent les LB a se différencier en LB mémoires et en plasmablastes, sécréteurs

d’auto-anticorps (Sudrez-Fueyo et al., 2016).
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Plusieurs études ont montré une augmentation significative des LT avec un phénotype
folliculaire dans le sang périphérique de patients atteints de LES (Choi et al., 2017). Ces cellules sont
caractérisées par |'expression de CXCR5. Ces cellules expriment également ICOS, PD-1, CD57, BTLA,
et produisent IL-21, confirmant la nature Tfh-like de ces cellules. Le nombre de ces cellules est en
corrélation avec les titres d'auto-anticorps, en particulier les anticorps anti-ADN et les plasmocytes

dans le sang périphérique des patients atteints de lupus (Sudrez-Fueyo et al., 2016).

Les lymphocytes régulateurs (LTreg) comprennent plusieurs sous-ensembles de LT jouant un
role essentiel dans le contréle du systéeme immunitaire. Bien qu'il soit bien accepté qu'il y ait une
dérégulation dans le contréle de la réponse immunitaire par les LTreg chez les patients lupiques,
I’étiologie demeure méconnue. Il est admis que la quantité de LTregdiminue dans les modéles murins
de lupus et dans le sang périphérique des patients lupiques. Leurs fonctions sont altérées, ils
produisent moins de signaux inhibiteurs tels que I'lL-10, une cytokine anti-inflammatoire limitant
I’expression du CMH-II, réduisant I'activation de mTOR dans les APCs (Tenbrock and Rauen, 2022).
De plus, les cellules cibles des LTreg (LB et LT activés) semblent moins réceptives aux signaux
inhibiteurs produits. Il est intéressant de noter que les études portant sur le nombre de LTreg dans
le sang périphérique des patients atteints de lupus, ainsi que sur leur fonction, peuvent parfois étre
contradictoires. Certaines études observent une augmentation des populations LTreg, d’autres une
diminution. Les LTreg humains sont encore une population mal caractérisée et dont I'étude est en

pleine expansion (Mizui and Tsokos, 2018; Ohl and Tenbrock, 2015).

Des essais cliniques effectués chez les patients atteints de lupus ont montré que de faibles
doses d'IL-2 réduisaient I'activité de la maladie, en favorisant I'expansion des LTreg et la diminution
des concentrations d’auto-anticorps anti-ADNdb (He et al., 2016; Humrich et al., 2015). Le traitement
des LT de patients par la rapamycine in vitro (un immunosuppresseur bloquant la voie mTOR,
présente notamment au niveau de la signalisation du récepteur de I'IL-2, activatrice des LT) entraine
I'expansion des LTreg avec une activité suppressive soutenue, et un essai clinique utilisant la N-
acétylcystéine, un autre inhibiteur de mTOR, a également montré une réponse a I'lL-2 réduite et des
populations accrues de LTreg, faisant de ces cellules des cibles thérapeutiques potentiellement

importantes (Ballesteros-Tato and Papillion, 2019).
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3.5.2 Anomalies des LB

Les patients atteints de lupus et les modéles murins de lupus présentent de multiples
anomalies des LB, généralement une lymphopénie associée a une hyperactivation des LB, avec une
production accrue d'immunoglobulines ; la modulation de la fonction des LB a donc toujours été

considérée comme une approche thérapeutique intéressante pour traiter le LES (Ma et al., 2019).

De plus, les patients atteints de LES actif présentent de nombreuses anomalies de populations
de LB tels qu’une lymphopénie profonde des LB naifs (CD19*CD27°), une augmentation des LB
transitionnels (CD19*CD24"ehCD38"e"), des LB mémoires switchés (CD19*CD27*IgD’), des LB doubles
négatifs (CD19+CD2771gD) et des plasmocytes (CD27"e"CD38*CD19'°"CD20'CD138*). Ces
augmentations sont corrélées a I'activité et a la progression de la maladie (Crispin et al., 2010). De
plus, la fraction des LB humains sécrétant de I'lL-10 (cytokine inhibitrice) et appelés LB régulateurs
(CD19*CD24MehcD38Meh : LBreg) est diminuée chez les patients atteints de LES (Blair et al., 2010).
Leurs fonctions immunosuppressives seraient également altérées chez les patients lupiques,
notamment leur capacité d'inhiber I'expression de I'lFN-y et du TNF-a par les LT CD4* (Zhu et al.,,
2021). Chez les patients atteints de lupus, les LB autoréactifs anti-ADN sont également plus
susceptibles de se développer, de participer aux réactions du centre germinatif et de subir une

différenciation en plasmocytes sécréteurs d’auto-anticorps (Figure 13) (Ma et al., 2019).
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Figure 13. Schéma de développement des LB et les différents points de controle (encadrés rouges) contre
I'autoréactivité (mécanismes de tolérance), dont un défaut peut déclencher une auto-immunité.

Figure personnelle
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Des données récentes sur certaines fonctions des LB dans le LES, comme la production de
cytokines et de chimiokines, et sur la signalisation du BCR (récepteur a l'antigene des lymphocytes
B), ont révélé de nouvelles perspectives. Plusieurs genes de susceptibilité dans la signalisation en aval
du BCR ont été associés au lupus, tels que PTPN22, codant pour une phosphatase médiant la
transduction du signal du BCR, et également PXK qui code pour une protéine impliquée dans la
régulation de la transmission synaptique. Le knockdown de PXK entraine une réduction de
I'internalisation du BCR, ce qui implique une relation directe de PXK avec le trafic du BCR (Vaughn et
al., 2015). CSK est une protéine kinase interagissant avec PTPN22 pour réguler le signal en aval du
BCR. Un allele a risque associé au LES dans le géne codant la protéine CSK est lié a une expression
plus élevée de la protéine CSK, a une phosphorylation accrue de LYN en aval, a une activation accrue
des LB matures médiée par le BCR et a une expansion des LB transitionnels, caractéristiques du lupus
(Deng and Tsao, 2014; Manjarrez-Ordufio et al., 2012). Le BCR est un régulateur crucial de la sélection
négative et positive et une activation continue du BCR est essentielle a la survie des LB. Ainsi, une
phosphorylation prononcée de SYK et de BTK, voies de signalisation du BCR et des TLR notamment,
a été observée dans les LB de patients présentant un LES actif comparativement aux LB d'individus

sains, contribuant potentiellement a leur état hyperactif (lwata and Tanaka, 2016).

D'autres travaux ont porté sur les voies de signalisation du BCR, des TLR et de JAK/STAT dans
les LB dans la pathogenése du lupus, et pourraient mener a des cibles thérapeutiques potentielles.
Enfin, les cytokines, telles que BAFF et/ou les IFN de type |, sont capables de moduler les réponses
lymphocytaires. Par exemple, Blys est crucial pour la survie des LB et favorise la phosphorylation
directe des molécules de signalisation du BCR telles que Syk, via le BAFF-R, alors que les IFN de type
| augmentent la sensibilité du BCR aux antigénes. Ainsi, les deux cytokines pourraient aussi avoir la
capacité de déréguler la signalisation du BCR dans le développement d’une auto-immunité (Rose and

Dorner, 2017).
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4 Etiologie génétique du LES

L'importance du terrain génétique et de I’hérédité dans le LES est aujourd’hui bien définie.
De nombreuses études ont mis en évidence I'importance de I'origine ethnique au niveau génétique

et immunologique dans le LES (Ko et al., 2012; Lewis and Jawad, 2017).

La prédisposition génétique a également été démontrée par le taux de concordance du LES
entre des jumeaux homozygotes, qui est de 20 a 40 %, avec un risque environ 10 fois supérieur de
développer un lupus pour un jumeau homozygote de patient lupique que pour deux jumeaux
hétérozygotes (Grennan et al., 1997). De plus, des études effectuées dans des familles de patients
lupiques ont montré une augmentation majeure du risque de développement d’un lupus chez les
freres et sceurs d’un patient lupique par rapport a la population générale (Alarcon-Segovia et al.,
2005), et ceci a été confirmé par une étude de cohorte réalisée au Danemark entre 1977 et 2013
(UIff-Mgller et al., 2017). On peut estimer que ce risque est 20 fois plus élevé au premier degré de

parenté entre le patient et son entourage (Harley et al., 2006).

Des formes monogéniques du LES existent mais elles sont rares (Omarjee et al., 2019). Le LES
est dans la majeure partie des cas une maladie multigénique, comme la plupart des MAI. L’étude de
modeles murins développant spontanément un LES (tels que le modéle NZB/W F1), ainsi que des
études d’association pangénomique chez 'Homme (GWAS : Genome-Wide Association Studies) ont
permis d’identifier plus de 100 loci génétiques (Figure 14) associés au LES (génes impliqués dans
I'immunité innée, dans le développement ou la fonction des LB et LT, ou encore dans la cascade du
complément) (Ortiz-Fernandez et al.,, 2022; Saeed, 2017). Il reste encore a déterminer et a
comprendre completement I'impact réel des différents variants alléliques identifiés sur la ou les

fonctions des protéines codées.
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Le but des études cherchant a identifier les facteurs génétiques du LES est de mieux expliquer
I'hétérogénéité du lupus, et de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques personnalisées.
Notre propos se concentrera ici sur une illustration des acteurs de la physiopathologie décrits

précédemment a l'aide de variants géniques démontrés dans la littérature.

APOFTOSIS CYTOKINES INTERFERON TRANSCRIPTION
AFF1 22291604 iL10 19838195 IFiHI 22046141 HANDI 23740238 MYODI18B 23740238
ATGS 21622776  iL21 21425124 IRF3 25130328 HIPK1 23740238 RASGRP3 23249952
. ATG7 21622776 L8 21179067 IRFS 24697319 IKBKE 21178067 5051 23740238
ALY PDCDI 19220647 SPPI 15692970 IRF7 21360504 1RAKT 19329491 STAT4 24657319
REL 21505002  IL12A4 26502338 IRF8 22046141 JAZF1 23740937 TRAF6 22231568
TREX1 17660818 SOCSI 26502338 PROMI 189838185 MECP2 22504263 TNIP1 23249952
RADSIB 26502338 TYK2 22046141 MIR146a 21738483 TCF7 26502338
B-CELL SIGNALING T-CELL SIGNALING  ANTIGEN PRESENTATION OTHERS
BANKI 21408207 D44 21194677 ERBB3 20962850
BLK 21480188 CTLA4 20962850 ICA1 20962850
040 21914625 PTPN22 21078766
Adaptive 5K 23042117 TNFAIP3 21505002 CELLSIGNALING MEMBRANE PROTEIN UBIQUITINATION
Immunity LYN 19365946 TNFSF4 21905002 SPREDZ 26502338 [C3orf21 [XXYLTI] 23740238 SMURFI 23740238
PRKCE 21134959 TRAFI 21505002 NADSYN1 26502338 CADPS 23740238 UBE2(3 20962850
IKZF1 23245952 ELFI 21044945 SH283 26502338 KCUBEL 22039224 SKP1 26502338
IKZF2 26502338 £Ts1 23245552 CIITA 26502338 DHCR? 26502338
IKZF3 22464253 SLCSAID 24825725 PLD2 26502338
PHAGOCYTOSIS COMPLEMENT CELLADHESION UNKNOWN
CRP 24574329 CFB 21792837 TBLIXR1 23740238 CXORF21 26502338 TMEM394 22464253
FCGR2A 15885258 CR2 25180293 PECAM-1 25201689 FAM7 88 23740238 TNPO3 25205108
FCGR2ZB 16227149 CRS 25167768 ARMGAP26 23740238 KiaAan31gL 23740937 TRAJS0 23740238
Sl FCGR3A 17596285 (SMD1 23740238 DIAPH3 23740238 Ki4A1542 21792837 UHRF1BP1 19838195
Sl FCGR38 22551723 MBL2 21792837 PDGFRA 24525725 LRRC1E 23249952 WOFY4 20169177
ITGAM 18204098 HAS2 24925725 IPEXSL 23740238 XKRE 20962850
ITGAX 18204098 Pk 18204446 ZBRTB20 23740238
NCE2 22046141 sLc1 544 23249952 ZPBP2 22464253

Figure 14. Génes ayant été associés au LES, par GWAS ou études d’association. Les genes sont regroupés selon leur
fonction dans une voie biologique particuliére. Les nombres indiquent I'identité PMID pour référencer les études.

(Saeed, 2017)

Les familles multiplex et les formes monogéniques sporadiques sont de trés bons modéles
d’études car ils permettent de découvrir des genes ayant un pouvoir de susceptibilité trés fort. Ces
modeéles peuvent donc potentiellement étre transposés aux formes multigéniques avec des variants
moins séveéres, et ainsi communiquer des informations importantes sur les voies biologiques
impliquées dans la physiopathologie du lupus. Ces informations pourront ensuite étre appliquées aux
formes polygéniques. Les lupus héréditaires monogéniques sont relativement rares mais leur étude

a permis une meilleure compréhension de la pathogénicité de la maladie (Costa-Reis and Sullivan,
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2017). Par exemple le syndrome d’Aicardi-Goutieres est une pathologie se développant en période
néonatale, caractérisée par une inflammation systémique avec une encéphalopathie, une atrophie
cérébrale avec calcifications des ganglions de la base du cerveau et détérioration neuronale
progressive. Il y a un tres fort risque de handicap physique et intellectuel sévére (Crow and Manel,
2015). Plusieurs mutations de transmission récessive ou dominante dans les génes TREXI,
RNASEH2A, RNASEH2B et RNASEH2C mais aussi AMHD1, ADAR et IFIH1, sont impliquées dans cette
pathologie (Crow et al., 2015). Elle a des caractéristiques cliniques et sérologiques communes avec
le LES, comme la présence de lésions cutanées inflammatoires, d’arthrite, de cytopénies et la
production d’auto-anticorps antinucléaires. En ce sens, elle est considérée comme un « prototype de
syndrome lupique monogénique » (Picard and Belot, 2018; Saeed, 2017). L'étude de la génétique de
ce syndrome a permis de déterminer plusieurs genes potentiellement impliqués dans le
développement de lupus polygénique. D’autres formes monogéniques existent tels que les
déficiences génétiques des composants précoces de la voie classique Clqg/r/s qui prédisposent
fortement au LES, avec une pénétrance pouvant atteindre 90 % (Macedo and lIsaac, 2016). Des
défauts génétiques dans le gene DNASE1L3, codant pour une enzyme importante dans la dégradation
des corps apoptotiques, constituent également des formes monogéniques de lupus (Al-Mayouf et
al., 2011; Tusseau et al., 2022). Un défaut génétique de la protéine kinase PKC-6 (codée par le gene
PRKCD), une enzyme pro-apoptotique essentielle dans la survie et |'apoptose des LB, serait
également impliqué dans le développement du LES. En effet, une mutation homozygote faux sens a
été associée a une forme monogénique de lupus. De plus, les souris KO pour PKC-6 développent une

auto-immunité systémique. (Belot et al., 2013; Omarjee et al., 2019; Sisirak et al., 2016)

Plusieurs mutations impliquant des enzymes de l|'apoptose, des récepteurs ou des
mécanismes de dégradation et de réparation des acides nucléiques ont été mises en évidence dans
les formes monogéniques de lupus. Le systeme immunitaire permet d’évacuer les déchets cellulaires
dans I'organisme et ainsi d’éliminer les auto-antigénes produits. Les débris apoptotiques sont une
source d’auto-antigenes: ainsi, des mutations dans des génes codant pour des protéines

appartenant aux voies d’élimination des corps apoptotiques, tels que la DNASE1L3 (Al-Mayouf et al.,
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2011; Tusseau et al., 2022), peuvent entrainer la non-séquestration d’auto-antigenes et donc le

développement d’une auto-immunité (Mustelin et al., 2019a).

Le systeme du complément consiste en une trentaine de protéines solubles ou fixées aux
membranes cellulaires. Ces protéines sont pour la plupart circulantes sous forme inactive et peuvent
étre activées en cascade de trois fagons : la voie classique, la voie alternative et la voie des lectines.
L'activation de la cascade du complément est essentielle a la clairance des débris apoptotiques,
I'activation des LB, la clairance des complexes immuns et la lyse des cellules infectées notamment.
L’activation du complément est importante lors d’une réponse a une infection mais elle peut aussi
contribuer aux lésions inflammatoires liées aux dépo6ts d’auto-anticorps dans les tissus lors d’une
réaction auto-immune. De maniere paradoxale, des défauts de facteurs du complément de la voie
classique tels que les facteurs Clq et C4 sont fortement associés au développement d’'un LES : 91 %
des sujets déficients en facteur C1q développent un LES et 75 % des sujets déficients en facteur C4.
Un défaut de Clqg entrainerait un défaut de clairance des corps apoptotiques et une accumulation de
complexes immuns dans les tissus, ce qui expliquerait I'apparition d’'une auto-immunité (Mathian et
al., 2014). Le LES est plus sévere lorsqu’il est associé a un déficit en facteurs de la voie classique du
complément, surtout chez les jeunes patients. La compréhension de la prévalence des déficits en
complément et de I'association avec le LES n’est pas encore compléte a I’heure actuelle (Macedo and

Isaac, 2016).

Les mutations de TREX1, retrouvées dans le syndrome d’Aicardi-Goutieres, sont des exemples
de mutations impliquées dans les mécanismes de I'apoptose. TREX1 est une DNAse intracellulaire
dégradant les ADN simples brins pendant I'apoptose, évitant ainsi le relargage d’ADN dans les tissus
et donc une réaction anti-ADN du soi. Des études de séquencage, dans des formes précoces de lupus,
ont identifié plusieurs variants pathogéenes de TREX1 et ont déterminé que ce géne était essentiel

dans le développement du lupus (Crow et al., 2015).

La dérégulation d’autres DNAses serait également impliquée dans le lupus, par exemple de la
protéine codée par le gene DNASE1L3 (Al-Mayouf et al., 2011; Tusseau et al., 2022). Le séquencage
de ce géne a permis de décrire des mutations pouvant conduire a une diminution de I'activité de
I’enzyme codée, voire a la non-expression de la protéine et I'association de ces déficits en DNASE1L3
avec le LES est de mieux en mieux caractérisée (Sisirak et al., 2016; Tusseau et al., 2022). Des

mutations de DNASE1, un géne codant pour une DNAse extracellulaire majoritaire, sont également
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associées au lupus. POLB code pour I’ADN polymérase B et répare les cassures dans I’ADNsb. Des
études GWAS ont mis en évidence des polymorphismes de ce géne chez des patients lupiques (Sheng
et al., 2011). lintroduction de certaines de ces mutations chez la souris conduisent au

développement de pathologies lupus-like (Senejani et al., 2014; Sisirak et al., 2016).

La majorité des patients lupiques présente un profil cytokinique modifié, reflet d’une
dysfonction des cellules immunitaires, qui participe a la physiopathologie. Un des marqueurs du LES
est la signature interféron. Une exposition accrue des récepteurs endosomaux (par exemple, TLR7)
ou des capteurs cytosoliques (par exemple, IFIH1) a des acides nucléiques, contenus dans des
complexes immuns (complexes antigéne-anticorps) ou des débris nécrotiques/apoptotiques,
pourrait représenter un événement déclencheur majeur de la production d'IFN de type | dans le LES.
Des études sur des modeles de souris lupiques et dans les cellules immunitaires des patients lupiques
ont clairement démontré le réle important de la surexpression de TLR7 dans la progression de la
maladie lupique et la surexpression des IFN de type | (Das et al., 2017; Souyris et al., 2018a). Les
facteurs de transcription en aval des TLR endosomaux (IRF5, IRF7 et IRF8) contrélent essentiellement
I'induction des génes de la voie des IFN de type |. Des variants dans ces genes ou aux environs de ces
trois génes sont associés au LES, et des variants causaux probables dans les génes IRF5 et IRF7 ont

été décrits (Deng and Tsao, 2014).

IRAK1 (IL-1 receptor-associated kinase-1) code pour une sérine-thréonine kinase impliquée
dans la régulation de plusieurs voies de signalisation intracellulaires, notamment la voie NF-kB. Cette
protéine est activée par les TLR ou I'lL-1R (récepteur a I'lL-1), et va phosphoryler le complexe
d’ubiquitination (UBC13/UEV1E2) et ainsi I'activer. L'activation de ce complexe UBC13/UEV1E2
entraine celle de la voie du NF-kB, sa translocation dans le noyau et la transcription de genes cibles
pro-inflammatoires. Plusieurs polymorphismes dans le géne /RAK1 ont été associés au LES (Kaufman

et al.,, 2013).

Des génes de susceptibilité au LES codent pour des protéines jouant un role régulateur dans

la voie NF-kB. Par exemple, TNFAIP3 (Adrianto et al., 2011; Graham et al., 2008) code pour une
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enzyme (A20) ayant une activité ubiquitine ligase et dé-ubiquitinase, qui va conduire a I'inhibition de
NF-kB, a I'apoptose médiée par le TNF et a I'induction de I'inflammasome NLRP3. Des études chez
des souris A20 knock-out ont montré que des défauts d'expression ou de fonction de I'enzyme A20

prédisposent a |'auto-immunité par divers mécanismes (Malynn and Ma, 2019).

4.5.1 Genes liés a la présentation antigénique

0OX40 est exprimé a la surface des LT apres leur activation et interagit avec OX40L, présent sur
les cellules présentatrices d’antigéne (CPAg) également aprés activation. Leur interaction induit un
signal de costimulation, responsable de I’activation des LT effecteurs, de l'activation et de la
différenciation des LB, de I'inhibition des fonctions des LT régulateurs (LTreg, producteurs d’IL-10) et
de I'activation de la production d’IL-17 (Ito et al., 2006). Plusieurs études de criblage génomique ont
mis en évidence des polymorphismes du gene TNFSF4 (codant OX40L) qui provoquent, notamment,
une expression accrue d’OX40L. Les causes et les implications fonctionnelles de ces variants ne sont
pas bien décrites pour 'instant mais des recherches sont en cours afin de déceler une éventuelle

nouvelle cible thérapeutique (Gensous et al., 2017a).

4.5.2 Genes liés a la fonction des LT

Le gene PTPN22 est pléiotrope car impliqué dans un grand nombre de pathologies auto-
immunes. Ce gene code pour une tyrosine phosphatase intracellulaire (PTPN22 ou protein tyrosine
phosphatase non-receptor type 22) exprimée dans les LT et les LB. Elle exerce une régulation négative
de la cellule. Un variant (1858T), correspondant au remplacement d’une arginine par un tryptophane
en position 620, a été associé au LES. Cette association a été confirmée dans plusieurs études.
D’autres ont montré le réle de ce géne dans la production de cytokines, dans la réponse médiée par
les TLR et dans la voie des IFN de type |. La protéine PTPN22 est exprimée dans d’autres populations
leucocytaires. Ainsi il est probable que le réle de ce gene dans le LES soit plus complexe que

simplement lié a I'activité des LT (Kariuki et al., 2008; Mustelin et al., 2019b).
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4.5.3 Genes liés a la fonction des LB

Le geéne BANK1 (B-cell scaffold protein with ankyrin repeats 1) code pour la protéine BANK1,
qui régule le couplage direct entre les Src-tyrosine kinases et le canal calcique IP(3)R, facilitant la
libération de calcium intracellulaire et modifiant le seuil d'activation des LB. Il a été montré dans des
modeles de souris que BANK1 régule la signalisation du TLR7 dans les LB, or la réponse immunitaire
innée des cellules via TLR7 est importante dans le développement d’une auto-immunité (Walsh et
al., 2012; Yokoyama et al., 2002). Des polymorphismes de ce géne ont été retrouvés chez certains

patients lupiques (Jiang et al., 2019).

BLK (B lymphoid tyrosine kinase) code pour une kinase de la famille des Src jouant un réle
important dans la signalisation intracellulaire et la régulation de la prolifération, de la différenciation
et de la tolérance des LB. Les variants associés au LES sont localisés au niveau du promoteur de BLK
et conduisent a une réduction de I'activité du promoteur dans les précurseurs des LB, ce qui suggere
gu'une expression réduite de BLK peut affecter le développement et les réponses fonctionnelles des

LB (Deng and Tsao, 2014).

Le polymorphisme sur le ggene PTPN22 (évoqué plus haut), entrainant une modification de la
signalisation via PTPN22, avec une diminution de la phosphorylation des protéines dans la voie du
BCR, pourrait causer une diminution de la tolérance au niveau des LB immatures (Suurmond et al.,

2016).

4.5.4 Conclusion

Nous avons présenté dans cette partie des exemples de genes permettant d’illustrer les
principales voies physiopathologiques associées a la génétique du lupus érythémateux systémique.
La Figure 15 illustre la grande complexité de la génétique du lupus et son implication dans le

déclenchement et le développement de la maladie.
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Figure 15. Génes de susceptibilité au développement du LES et voies biologiques impliquées. Les genes de
susceptibilité au LES avec des variants communs sont identifiés par GWAS, méta-analyse, cartographie fine, ou des
études de réplication avec p <5 x 10-8 dans au moins une ascendance. Les genes marqués en rouge montrent une
association avec le LES chez plusieurs ascendances, tandis que les génes en noir montrent une association unique a une
ascendance. Diese : les genes présentant une déficience ou des mutations rares sont associés a des formes
monogéniques de LED et/ou de maladies apparentées au LED. Exposant « a » : Défauts de NCF1 et CYBB causant la
maladie granulomateuse chronique (CGD). Exposant « b » : défauts d’ADAR, IFIH1, TREX1, RNASEH2C/2B/2A, et
SAMHDI1 causant le syndrome d'Aicardi-Goutieres (AGS). Exposant « ¢ » : Défauts de TMEM173 a l'origine de la
vasculopathie associée a STING et apparaissant dans la petite enfance (SAVI). Exposant « d » : Défauts d’ACP5 entrainant
une dysplasie immuno-osseuse spondyloenchondrodysplasie (SPENCD). Exposant « e » : Défauts de FAS et FASLG a
I'origine du syndrome lymphoprolifératif auto-immun (ALPS). Exposant « f» : défauts de SHOC2 provoquant le
syndrome de Noonan-like avec cheveux anagénes caducs. Exposant « g» : Défauts de RAG1/2 provoquant une
immunodéficience combinée sévere (SCID). Exposant « h » : Défauts de KRAS et PTPN11 causant le syndrome de Noonan
(NS).

(Adaptée de Deng and Tsao, 2017)
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5 Etiologie environnementale du LES

De nombreuses études de prévalence et d’incidence du lupus ont montré des différences
importantes au sein de populations génétiquement proches (Borchers et al., 2007; Duran et al.,
2007)). Cela témoigne de I'importance des facteurs environnementaux, socio-démographiques et
culturels dans le développement de la maladie (Yelin et al.,, 2017a, 2017b). Parmi les facteurs
environnementaux exogenes, on peut citer les agents infectieux, les médicaments et les

rayonnements ultra-violets. Les facteurs hormonaux constituent le facteur endogéne dominant.

L'implication d’agents infectieux transmissibles a été évoquée a partir d’études
épidémiologiques montrant des « épidémies » de lupus érythémateux dans des régions bien définies,
notamment au Nevada (Balluz et al., 2001). Il a été également décrit de plus fortes anomalies
dysimmunitaires chez des individus et des animaux vivant au méme endroit que des patients lupiques
(Jones et al., 1992; van der Linden et al., 2001). Par ailleurs, des infections virales pourraient favoriser
les poussées de la maladie. Des modeles murins ont permis de mettre en évidence de fagon indirecte
des virus, tels que le virus Epstein-Barr, le parvovirus B19, le cytomégalovirus et certains rétrovirus,
capables de provoquer chez I'animal une glomérulonéphrite a complexes immuns ou la production
d’auto-anticorps antinucléaires. Ces découvertes ont stimulé les recherches sur des facteurs

étiologiques viraux de la maladie lupique (Rigante and Esposito, 2015).

Les études les plus nombreuses impliquent particulierement le virus Epstein-Barr (EBV) (Li et
al., 2019). A noter que l'infection par le virus EBV est trés fréquente dans la population mais que seule
une minorité de sujets infectés développe la maladie lupique. Il y a donc implication de multiples
facteurs évoluant chez un sujet génétiquement prédisposé a développer un lupus. Un mimétisme
moléculaire entre les antigénes du virus (EBNA-1 et EBNA-2) et des antigenes nucléaires a été décrit
(Gross et al., 2005; Peters et al., 2010). Ainsi, la réponse humorale dirigée contre I'EBV est modifiée
chez les patients lupiques, avec production d’auto-anticorps anti-nucléaires par réaction croisée, ce
qui traduit une perte de tolérance au soi (Poole et al., 2008). L'EBV peut activer, via les TLR7 et TLR9,
les cellules dendritiques plasmacytoides, sécrétrices d’IFN de type |, signature de la pathologie

lupique (Harley and James, 2010).
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D’autres virus tels que le parvovirus, ou le cytomégalovirus (CMV) ont également été associés
au LES. Le parvovirus B19 induirait la formation d’auto-anticorps et les manifestations de son
infection peuvent faire penser a un LES en phase aigué, les critéres diagnostics de I’ACR permettant
de différencier les deux pathologies. Le CMV est un pathogéne répandu dans la population et des
études de corrélation ont mis en évidence un lien probable entre infection par CMV et LES. La
possibilité de réaction croisée (antigene viral - auto-antigene) apres infection par ces virus est trés

étudiée (lllescas-Montes et al., 2019).

Les infections bactériennes constituent une cause importante de morbi-mortalité,
notamment dans les 10 premiéres années de diagnostic du lupus, et contribuent directement a
I’aggravation de la maladie (Danza and Ruiz-Irastorza, 2013). Au-dela de ce role pathogene direct, les
bactéries peuvent également générer et entretenir une réponse auto-immune par le biais de
réactions croisées a partir d’antigenes bactériens, ou via des dégats tissulaires, libérateurs d’auto-
antigenes circulant. La toxine B cholérique induit une production d’auto-anticorps et une
glomérulonéphrite lupique dans un modele murin de lupus (Rigante et al., 2014). Les composants
bactériens pourraient également interagir avec les TLR (notamment TLR-7 et TLR-9), lors d’une
infection, et ainsi générer la production de cytokines pro-inflammatoires. Les études
épidémiologiques associeraient notamment la tuberculose avec le LES. A I'inverse, une infection a
Helycobacter pilori serait négativement associée au LES, indiquant un potentiel role protecteur

(Ilescas-Montes et al., 2019).

L'induction de novo de manifestations biologiques et cliniques du lupus par la prise de
médicaments est bien démontrée aujourd’hui. Plus de 120 médicaments différents ont été impliqués

dans les lupus dits « médicamenteux » ou « induits » (Lipsker and Sibilia, 2013).

L’association entre un médicament et le développement de la maladie n’est pas facile a
démontrer. Pour certaines molécules, la littérature apporte des preuves convaincantes mais, pour la
grande majorité des médicaments, le risque est considéré comme faible ou trés faible. Le
procainamide, la minocycline, I'hydralazine, la méthyldopa et certaines biothérapies ciblant le TNF-a

sont connus pour leur potentiel d’induction de poussées lupiques (Tableau 2) (Pretel et al., 2014).
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Les mécanismes impliqués dans I'apparition du lupus médicamenteux restent mal compris et
multifactoriels. L'absence de réaction d’hypersensibilité est certifiée par : 'absence d’anticorps anti-
médicament ou de LT spécifiques de la molécule ; la nécessité d’'une exposition prolongée a la drogue
et la réapparition de symptomes 24 a 48 heures aprées la réexposition, ce qui est trop long pour un

effet de sensibilisation de type hypersensibilité (Borchers et al., 2007).

Prévalence

auto- Prévalence
Molécules Indication anticorps manifestations
antinucléaires cliniques (%)
(%)
Procainamide Arythmie cardiaque 75 15-20
Minocyline Infections 90 10-15

. Vasodilatateur
AT UELEHIG (Hypertension artérielle) 15-45 >-10

Isoniazide Infections 20 <1
Methyldopa Hypertension artérielle 19 <2
Chlorpromazine Schizophrénie 20-50 <1
Sulfasalazine Polyarthrite rhumatoide 10 <1
Carbamazépine Epilepsie 1-25 <1
IFNa Hépatite Bet C 11-53 <1
Anti-TNF Polyarthrite rhumatoide 18-72 0.1-2.1

Tableau 2. Principaux médicaments impliqués dans le développement du lupus érythémateux. (Adapté de
Kaul et al., 2016)

L'un des mécanismes les mieux décrits du lupus induit par le procainamide ou I’hydralazine
serait une hypométhylation de I’ADN, a I'origine d’'une dérégulation de I'expression des genes (Deng
et al., 2003; Zhao et al., 2015). La quinidine entrainerait une altération de la clairance physiologique
des corps apoptotiques (Ablin et al., 2005). Les anti-TNF modifieraient I'apoptose des cellules

exprimant le TNF et limiteraient la clairance de ces corps apoptotiques formés (Williams et al., 2009).
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Les anti-TNF peuvent également favoriser la maturation des pDC et ainsi déréguler la sécrétion d’IFN-

o (Palucka et al., 2005).

Le lupus touche les femmes dans 85-90 % des cas en moyenne, avec une prévalence maximale
entre 15-45 ans, c’est-a-dire en période d’activité génitale (Costenbader et al., 2007). Le rythme des
poussées est temporellement associé a la période prémenstruelle (Colangelo et al., 2011). Cela
évoque fortement une implication des facteurs hormonaux dans la physiopathologie du lupus,
notamment les cestrogenes. L'effet immunomodulateur des cestrogenes est bien établi, et reflete la
présence de récepteurs a ces hormones sur les cellules du systéme immunitaire. lls auraient un réle

important dans la survie des LB autoréactifs et la sécrétion d’IFN-a par les pDC (Kovats, 2015)

L'utilisation d’oestroprogestatifs était déconseillée chez la patiente lupique par crainte de
déclenchement de poussées. La littérature ne montre pourtant pas d’augmentation du risque de
poussée, cela pour aucune méthode contraceptive (Benagiano et al., 2019). |l reste évident que la
prescription de contraceptifs doit se faire avec prudence, dans le respect des contre-indications et
apres information éclairée de la patiente (Gensous et al., 2017b). La question des risques
thrombotiques artériels et/ou veineux se pose également chez les patientes, surtout s’il y a présence
d’anticorps anti-phospholipides. La contraception hormonale peut étre une possibilité pour les
patientes mais le choix de la molécule est important et une plus grande vigilance doit étre demandée

(Gensous et al., 2017b).

La question d’une augmentation du risque de poussée lupique lors d’'une grossesse reste un
sujet de débat et la littérature est contradictoire. Il semblerait que le risque de poussée dépende
surtout de I'age de la patiente et de I'activité de la maladie au début de la grossesse (Davis-Porada

et al., 2020; Eudy et al., 2018).

L’exposition aux rayonnements solaires est un facteur connu et amplement démontré du LES
et I’ACR a placé la photosensibilité des Iésions parmi les 11 critéres de diagnostic du lupus. Les UV de
la bande B (295-320 nm) sont les plus érythématogénes, mais les UVA2 (320-340 nm) sont également
a risque (Barbhaiya and Costenbader, 2014). L'exposition aux rayonnements des lampes a bronzer
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est fortement déconseillée en cas de lupus. La lumiere d’éclairage pourrait également avoir un
impact, notamment les lampes a halogénes et les lampes fluorescentes capables d’émettre des UVB,

UVC et UVA2 a des taux potentiellement importants (Klein et al., 2009).

Au niveau de I'épiderme, les UV dénaturent ’ADN cellulaire et augmentent la translocation
des antigenes nucléaires SSA/Ro, SSB et Sm a la surface des cellules, libérant ainsi des auto-antigenes.
L’exposition des kératinocytes (cellules de I'épiderme) aux UV induit leur apoptose, entraine
I'activation des pDC et stimule la production de cytokines pro-inflammatoires. L’irradiation directe
aux UVA1 provoque I'expression de molécules d’adhésion ICAM a la surface des kératinocytes et
facilite ainsi le recrutement des LT par la fixation d’ICAM-1 au récepteur LFA-1 des LT. La production
d’IL-10 par les kératinocytes exposés aux UV active également les LB et la production d’anticorps

(Kuhn et al., 2014).

Il est important de noter que la vitamine D a un role direct sur le controle des populations
lymphocytaires, de I'immunité innée et adaptative, par la régulation de I'expression des TLR, de
I'activité des cellules dendritiques et des LB (Schneider et al., 2014). De nombreuses études ont
montré une corrélation entre des taux faibles de vitamine D et le développement de maladies auto-
immunes. La supplémentation en vitamine D semble donc étre importante pour les patients atteints

de lupus (Islam et al., 2019).

Le tabac est un facteur de risque du fait de son action pro-inflammatoire. Plusieurs études
ont démontré un risque supérieur de développer un lupus parmi les fumeurs. Le tabagisme a
également un effet sur le risque de développer des atteintes neurologiques, cutanées et séreuses

(Parisis et al., 2019).

L’exposition a la silice, aux solvants et a certains agents chimiques (pesticides...) peut aussi
constituer un facteur de risque (Parks et al.,, 2011). Une étude cas-contrbles a démontré une
association significative entre I’exposition solaire, la manipulation de solvants, de teintures et de
vernis, le contact avec la céramique, et le risque de développer un LES (Cooper et al., 2010). Le réle

inducteur des « perturbateurs endocriniens » est toujours discuté.
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L'importance des facteurs environnementaux (Figure 16) dans le développement du lupus et
des maladies auto-immunes en général reste pour l'instant discutée mais leur impact est clairement
établi par plusieurs études. De nombreuses recherches sont encore a mener pour déterminer les
mécanismes biologiques impliqués mais la difficulté d’établir des relations entre les facteurs et la
maladie réside dans la rareté relative de la pathologie a travers le monde et la grande disparité
d’incidence et de prévalence entre les populations. Identifier les facteurs environnementaux sera

utile a la compréhension de la physiopathologie de la maladie lupique.

Rupture de tolérance
- Lupus Erythémateux

/7 I ~

Figure 16. Résumé de I'’ensemble des facteurs environnementaux
suspectés de participer a la rupture de tolérance du systéme
immunitaire conduisant au développement du lupus érythémateux
systémique.

Figure personnelle
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6 Modeles murins d’étude du lupus

Le caractére multifactoriel complexe du LES et |a rareté de la maladie rendent difficiles I'étude
directe sur les sujets humains. Une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques
de la maladie a été rendue possible en particulier par le biais d’études de modeéles murins lupiques.
Ces modeles murins représentent des modeles simplifiés du LES humain. lls présentent notamment
une production d’auto-anticorps et généralement le développement d’une glomérulonéphrite
induite par les complexes immuns auto-anticorps-auto-antigenes (Perry et al., 2011a). Il existe des
lignées de souris consanguines développant spontanément un syndrome lupique au cours de leur
existence (on citera le modele NZB/NZW F1 et le modéele MRL/Ipr). Des modéles dits « inductibles »
ont également été développés, par exemple le modele pristane, qui consiste a administrer du
pristane (une huile minérale) par voie intrapéritonéale dans des souris de la lignée Balb/c. Des
modeles transgéniques présentant divers délétions ou mutations dans diverses génes suspectés
d’étre impliqués dans le LES ont été publiés, et ont participé a 'augmentation des connaissances sur

la physiopathologie du lupus (Richard and Gilkeson, 2018; Rottman and Willis, 2010)
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7 Famille multiplex : une stratégie d’étude des causes
génétiques du LES

Le but du projet d’étude de familles multiplex est d’identifier et de caractériser de nouveaux
variants monogéniques impliqués dans le développement du LES afin de développer de nouvelles
méthodes de stratifications des patients lupiques ainsi que d’identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques pour participer au développement de traitements plus ciblés. L’hypothese est que
les formes familiales et pédiatriques du LES sont associées a un risque génétique beaucoup plus

important, ce qui peut faciliter I'identification de nouvelles causes de prédisposition.

Partant de cette hypothése, I'équipe du Dr. Rieux-Laucat a I'Institut Imagine a Paris, porteur
du projet ANR LUMUGENE auquel notre équipe a participé, a recruté une cohorte de patients atteints
de lupus a début précoce ou de formes familiales. L’origine de ce travail de thése est I'étude d’une
famille multiplex (voir plus bas). Les causes connues de syndromes associés au lupus ont le plus
souvent été préalablement exclues. Les patients ont été analysés par Whole Exome Sequencing (WES,
séquencage d’exome entier). Le WES permet d’identifier entre 20 000 et 5031000 variants candidats
chez un individu. Plusieurs filtres ont ensuite été appliqués afin de diminuer le nombre de variants
candidats. Un premier filtre a été réalisé sur la fréquence du variant dans la population mondiale. Par
comparaison avec des bases de données telles que dbSNP, EVS, le projet 1000 génomes ainsi que la
base de données de I'Institut Imagine comprenant les variants déja décrits dans l'institut, les variants
dont la fréquence de I'allele mineur (MAF — Minor Allele Frequency) est inférieure a 1 % ont été
sélectionnés. Puis les variants situés dans les séquences codantes du génome ainsi que ceux
provoquant un changement non-synonyme, un décalage du cadre de lecture, I'apparition d’'un codon

stop ou la perte d’'un codon ont été privilégiés.

La liste des variants restants a ensuite été croisée avec I'arbre généalogique de la famille s’ils
satisfont une hypothése d’hérédité probable. Enfin, les variants ont été sélectionnés en fonction du
géne dans lequel ils sont situés ainsi qu’en fonction de I'impact de la mutation sur la protéine prédit
par les analyses in silico. Ce systeme de filtrage favorise la découverte de mutations a fort impact sur

les propriétés de la protéine et dans le systeme immunitaire.

La famille a I'origine de ce projet de thése est composée de dix individus répartis sur deux

générations. Parmi eux, cing personnes présentent un phénotype auto-immun avec : un lupus chez
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la patiente a I'origine de I'étude, un syndrome de Gougerot-Sjogren chez une sceur, un purpura
thrombocytopénique idiopathique (PTI) chez un frére, une thyroidite d’Hashimoto (TH) chez la mére
dont le diagnostic est pédiatrique (6 ans)[l-2] et une sclérose systémique cutanée limitée (SSCL). Tous
les patients hormis le frere atteint du PTI présentent des auto-anticorps anti-antigéne nucléaires
(ANA), ainsi que d’autres auto-anticorps, mais non systématiquement tels que des anti-ADN, SSA,
SSB, TPO, M2, GP210 et des anti-centromeres. L’agrégation familiale ainsi que le diagnostic a I'dge
de 6 ans d’une thyroidite d’Hashimoto chez la mére suggerent fortement une origine génétique a ces

phénoménes auto-immuns (Figure 17).

Patiente LES Soeur Frére Meére Tante
2 {-\rbr? 1-2 1I-3 I-1 -2 -1
généalogique
Age au moment 32 25 16 6 54
du diagnostic
Symptor’nes i Xérostomie e i Telalnglectas-le
cutanés Sclérodermie
Hématologie - - ITP Hemolytic anemia
Troubles Ravnaud's
musculo- Arthralgia Arthritis - - y
. phenomenon
squelettique
Autoanticorps ANA, DNA, SSA ANA, SSA, SSB - ANA, TPO, M2, GP210 ANA, centromere
. s Sclérose
Maladie Thyroidite .
. . Lupus Sjogren PTI , . systémique
diagnostiquée d’Hashimoto e
cutanée limitée
ERN1 Hétérozygote Hétérozygote WT Hétérozygote Hétérozygote
c.1780 C>T Ve Ve ve Ve

Figure 17. Symptomes cliniques, manifestations biologiques et présence de la mutation chez les membres de la
famille multiplex a I'origine du projet ERN1.

Nos collaborateurs de 'ANR LUMUGENE (Equipe du Dr. Frédéric Rieux-Laucat, Institut
Imagine, Paris) ont réalisé un WES chez le sujet lupique, la mére et la sceur. lls ont appliqué des filtres
de sélection et ainsi retenu trois génes présentant un variant hétérozygote : ERN1 (c.1780C>T ;

p.R594C), IRAK4 (c.1336A>T ; p.D422V) et GMPS (c.1097A>G ; p.Q366R).

Les scores PolyPhen, SIFT et CADD obtenus par analyse in silico de ces trois mutations sont
rapportés dans le tableau (Figure 18 D). Les résultats montrent que la mutation d’ERNI1 est
potentiellement la plus néfaste a la fonction protéique, tandis que la mutation IRAK4 serait

potentiellement tolérée. La base de données génomique gnomAD (Genome Aggregation Database)
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qui répertorie les données publiées de séquencage d’exomes ou de génomes entiers provenant
d’individus non apparentés montre que l'alléle muté d’ERN1 sélectionné dans cette famille n’a été

rapporté qu’une seule fois.

La ségrégation familiale de chacun de ces alléles varie également dans la famille. La mutation
ERNI1 est présente chez cing individus, quatre sujets malades (de sexe féminin) et un porteur sain (de
sexe masculin). Cette répartition soutient un modele de mutation autosomale dominante avec une
pénétrance incompléte. L’absence de la mutation n’explique en revanche pas le développement du
PTI observé chez un des freres (llI-1). Toutefois, il est possible que le PTI soit associé a un fond
génétique ou environnemental partagé entre les individus augmentant leur susceptibilité a I'auto-

immunité (Figure 18 A et B).

ERN1 estimpliqué dans la régulation du stress du réticulum endoplasmique (RE), un processus
permettant de rétablir I’homéostasie de cet organite. Le stress du RE, bien que sans rapport apparent
avec I'immunologie, est pourtant intrinsequement lié a I'auto-immunité. La mutation découverte
dans ce géne semblait donc étre un bon candidat pour expliquer la pathogenese du LES chez la

patiente., et a été I'objet de ce travail de these.

La mutation IRAK4 est restreinte aux patients présentant des auto-anticorps, soutenant un
modeéle de mutation autosomale dominante a pénétrance compléte (Figure 18 C). La protéine IRAK4
étant un composant majeur de la signalisation IL-1, cette mutation semble étre un bon candidat.
Toutefois, les mutations d’/RAK4 déja décrites dans la littérature provoquent I'apparition d’un
phénotype d'immunodéficience et sont récessives. En effet les mutations inactivatrices d’/RAK4
provoquent une perte de réponse au LPS et a I'IL-1, induisant une plus forte susceptibilité aux
infections bactériennes, causant des infections mortelles chez les patients sans autres symptémes
apparents. L'analyse in silico indique une potentielle tolérance de la mutation observée (Figure 18
D). De plus, il faudrait éventuellement faire I'hypothése d’'une mutation gain de fonction qui
entrainerait éventuellement une hypersensibilité des cellules a I'lL-1. Les pathologies associées a une
dérégulation de la voie de I'lL-1 sont généralement des maladies rhumatologiques inflammatoires.
L’hypothése que ce variant peut participer secondairement au développement de la pathologie n’est

pas a exclure.
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Enfin, le variant GMPS est observable chez tous les membres de la famille malades mais
également chez un individu sain, I'un des fréres de la patiente (Figure 18 C et D). La mutation GMPS
soutient donc le méme modele que la mutation ERN1. GMPS est un gene codant pour la GMP
synthase, une protéine impliquée dans la synthése de la guanine. La GMP est donc nécessaire pour
la synthese d’ADN et d’ARN mais également la production de GTP, une molécule essentielle a la
transduction de signaux de nombreuses voies cellulaires. Aucun lien direct entre la protéine GMPS
et I'auto-immunité n’a été décrit a ’heure actuelle dans la littérature. Un seul mécanisme indirect
peut relier GMPS et auto-immunité : la localisation nucléaire ou cytoplasmique de GMPS médiée par
son ubiquitinylation par TRIM21. Or, TRIM21 est une protéine reconnue comme auto-antigéne dans
le Sjogren et le LES (Yoshimi et al., 2012), mais le lien avec I'apparition d’'une auto-immunité a la suite

d’un défaut de GMPS reste peu évident.
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Figure 18. Arbre généalogique et séquencage d’ERN1 dans la famille A. (a) Arbre généalogique de la famille A. (b)
Séquencage de Sanger du géne ERNI montrant le variant observé chez les divers membres de la famille séquencés. La
fleche rouge vise le nucléotide muté. (c) Arbre généalogique de la famille A représentant les deux mutations non
sélectionnées au final. (d) Analyse in silico des mutations sélectionnées par WES.

Nos collaborateurs ont conclu que I'analyse in silico des mutations retrouvées par WES, la
pertinence des modeles pour la répartition des mutations et des phénotypes auto-immuns ainsi que

les liens observés dans la littérature entre les genes impliqués et I'auto-immunité tendent a présenter
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le variant ERN1 (c.1780C>T ; p.R594C) comme le meilleur candidat pour I'étude. Toutefois, ce modéle
étant basé sur une hypothése de pénétrance incompléte et n’expliquant pas I'apparition d’'un PTI
chez un patient non muté, la présence dans cette famille d’'un autre facteur environnemental ou
génétique (le variant d’/RAK4 notamment) participant au développement d’une auto-immunité n’est

pas a exclure.
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8 Stress du réticulum endoplasmique et mécanismes
de protection cellulaire

La transcription de I'information génétique contenue dans I’ADN en ARN puis la traduction de
cette information génétique en protéines forme I'axe essentiel de la vie cellulaire. Les mécanismes
de réplication, de transcription et de traduction sont sujets a de nombreuses erreurs. Grace a des
mécanismes de réparation d’ADN, les erreurs de réplication du génome sont rares. D’une certaine
maniere, les mutations dans la séquence d'ADN peuvent étre tolérées et apporter une contribution
essentielle au processus d'évolution, a condition qu'elles n'entrainent pas le remplacement de
résidus essentiels a Il'activité biologique de la protéine ou n’empéchent pas la maturation de la

protéine (Hebert and Molinari, 2007).

La synthése protéique est réalisée au niveau des ribosomes. Les ribosomes peuvent étre libres
dans le cytosol ou dans les mitochondries ou associés a la membrane du réticulum endoplasmique
(RE). Le RE est une organelle essentielle présente dans la majorité des cellules eucaryotes. Environ
un tiers des protéines est synthétisé au niveau de la membrane du RE. C'est un lieu de modifications
post-traductionnelles, d’assemblage des protéines en complexes multiprotéiques, de délivrance des
protéines a des compartiments intracellulaires précis ou de sécrétion des protéines dans
I’environnement extracellulaire (Hebert and Molinari, 2007). La majorité des protéines sécrétées ou
résidant dans le RE, I'appareil de Golgi, les lysosomes et la membrane cellulaire sont traduites au
niveau des ribosomes associés a la membrane du RE et sont transloquées ensuite dans la lumiére du

RE (Hetz et al., 2015).

Dans la lumiére du RE, les protéines vont acquérir une conformation 3D adéquate
indispensable a leur fonction. Les polypeptides synthétisés destinés a étre sécrétés portent
généralement une séquence N-terminale particuliére (Signal Recognition Peptide, SNP) qui facilite
leur adressage au RE a travers le complexe translocon. Dans la lumiére du RE, le SNP va étre clivé par
une peptidase et le polypeptide va subir des transformations (N-glycosylation par exemple), un

repliement tridimensionnel de la chaine polypeptidique (avec I'aide de protéines spécialisées telles
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gue les protéines chaperonnes) et un assemblage avec d’autres peptides ou protéines pour former

des complexes et ainsi obtenir une protéine mature et fonctionnelle (Wang and Kaufman, 2016).

Le transfert d’information de ’ADN a I’ARNm (transcription), de ’ARNm a une chaine d’acides
aminés (traduction) et la conversion de cette chaine en une protéine correctement repliée et
biologiquement active sont sujets a des erreurs. Il existe des mécanismes de contrdles rigoureux au
niveau du RE permettant une surveillance du systéme de synthése protéique et régulant I'apparition
de protéines mal conformées. Des protéines chaperonnes, diverses enzymes (oxydoréductases,
glycosylases ...) ont pour mission d’assurer les modifications post-traductionnelles des protéines
(assemblage en complexes protéiques, structure tridimensionnelle, glycosylation ...) avant leur
transit vers leurs compartiments d’adressage. Environ un tiers des polypeptides transloqués dans la
lumiére du RE n’arrive pas a passer les étapes de contrdle de la qualité du repliement de la chaine
d’acides aminés, et pour certaines protéines, ce score est encore inférieur (Hetz et al., 2015; Schubert

et al., 2000).

Les cellules travaillent souvent a la limite de leur capacité et I'homéostasie du RE est
constamment remise en tension par les signaux physiologiques et des dommages pathologiques,
impactant ses fonctions multiples (réservoir de calcium intracellulaire, usine de production des
protéines, lieu de syntheése lipidique et plateforme de signalisation et de communication
intracellulaire). L'accumulation de protéines mal repliées dans la lumiére du RE entraine un blocage
de I'organelle et de la synthése protéique, connu sous le nom de « stress du RE ». Un stress oxydatif,
une mauvaise activité du protéasome, des défauts génétiques entrainant la formation d’agrégats
protéiques, une modification des flux autophagiques, des signaux inflammatoires et une
perturbation de ’lhoméostasie calcique peuvent entrainer des conditions de stress du RE (Figure 19).
Dans les cellules du pancréas, par exemple, c’est le mauvais repliement de la molécule d’insuline qui
peut entrainer le blocage de la synthése protéique. Dans les neurones, |'expression chronique de
protéines mal repliées entraine une surtension de la chaine de production protéique que I'on nomme

un stress du RE « chronique » (Hetz and Papa, 2018).
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Altération du métabolisme cellulaire ~ Augmentation de la charge du RE
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Figure 19. Inducteurs du stress du RE. La modification du microenvironnement cellulaire,
I'altération du métabolisme cellulaire et 'augmentation de la charge du RE peuvent entrainer une
accumulation de protéines mal repliées dans la lumiére du RE. La cellule peut soit activer des
mécanismes de protection tels que I’'Unfolded Protein Response ou la dégradation des protéines
mal repliées, soit s’engager dans la voie de I'apoptose cellulaire.

(Chen and Cubillos-Ruiz, 2021)

Les cellules ayant le potentiel de produire de grandes quantités de protéines sont capables
de le faire parce qu'elles contiennent un RE important et bien développé. Par exemple, chaque cellule
B du pancréas endocrine est capable de synthétiser et de sécréter jusqu'a un million de molécules
d'insuline par minute. Dans les états insulino-résistants, cette grande charge protéique synthétique
devient encore plus importante. Les plasmocytes, cellules sécrétrices d'immunoglobulines, peuvent

sécréter chaque jour leur propre poids en anticorps (Hetz and Papa, 2018)

Au cours de I’évolution, les cellules procaryotes et eucaryotes ont développé des systémes de
plus en plus complexes capables de détecter et de répondre a ce stress du RE pouvant engendrer une
menace pour la survie cellulaire. La cellule va continuellement contréler la charge de protéines dans
le RE et corriger les accumulations de protéines mal repliées afin que les capacités de la lumiére du
RE a accepter de nouvelles protéines synthétisées ne soient pas dépassées. Lorsque I'accumulation

de protéines mal repliées dépasse un certain seuil, un mécanisme complexe de signalisations
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intracellulaires s’active, que I'on nomme Unfolded Protein Response (UPR) ou réponse aux protéines

mal repliées (Hetz et al., 2020).

8.2.1 ERAD

Les protéines mal repliées ne sont pas tolérées par la cellule et sont détruites via des
mécanismes de dégradation tels que le processus ERAD (ER-associated degradation). Ce processus
conservé dans I’évolution entraine le transport rétrograde des protéines mal repliées du RE vers le
cytosol. Les substrats de I'ERAD sont sélectionnés par des protéines chaperonnes (telles que BiP,
HSP70, la Calnexine, ...) qui identifient les protéines incapables de se replier, qui se replient trop
lentement ou contiennent un domaine mal replié, ou celles qui manquent de partenaires protéiques
spécifiques. Les protéines ciblées sont ensuite en majorité ubiquitinylées grace a I'ubiquitine ligase
E3. L'ubiquitine est un peptide de 76 acides aminés qui entraine I'adressage des protéines au
protéasome, une grande protéase multi catalytique résidant dans le cytoplasme et capable de

dégrader les protéines via sa sous-unité 26S (Vembar and Brodsky, 2008).

8.2.2 Autophagie

Le processus d’autophagie permet a la cellule de séquestrer ses propres composants dans des
vésicules intracellulaires. Ces vésicules (autophagosomes) vont ensuite fusionner avec des
lysosomes, ce qui va entrainer la digestion et le recyclage de leur contenu. Il existe plusieurs types
d’autophagie mais leur description n’est pas I'objet de cette revue de la littérature. En revanche, un
type d’autophagie nommeé I'ER-phagie est particulierement intéressant dans le contexte du maintien
de I'noméostasie du RE. La digestion et le recyclage de fragments du RE permettent la régulation de
la fonction de cette organelle et selon toute probabilité de réguler la présence de protéines mal
repliées, bien que la finalité du processus d’ER-phagie reste encore mal définie actuellement (Beese

et al., 2020).

L'UPR est constituée d’'un réseau complexe de voies de signalisation entrainant une

reprogrammation de la transcription de geénes impliqués dans la traduction et le repliement des
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protéines afin de baisser la charge de protéines mal ou non repliées et restaurer I’homéostasie du RE
(Hetz et al., 2015). La découverte de I'UPR résulte d’un long processus de découvertes scientifiques.
En 1977, un article a montré que des genes étaient induits lors d’une privation de glucose dans le
milieu de culture de fibroblastes (Shiu et al., 1977). En 1988, Kozutsumi et al ont observé que
I’accumulation de protéines mal repliées induit la synthése de ces mémes genes et de leurs protéines,
localisées dans la lumiére du RE (Kozutsumi et al., 1988). Ces résultats ont fourni des preuves de
I'existence de mécanismes de signalisation qui détectent I'accumulation de protéines mal repliées
dans le RE et qui conduisent a l'activation de genes, dont beaucoup codent pour des protéines
résidant dans le RE (Hetz et al., 2020). Cette voie de signalisation a été nommée « Unfolded Protein
Response » ou réponse aux protéines mal repliées. Ces premieres observations ont ensuite été
caractérisées génétiquement dans la levure S.cerevisiae. Une voie de signalisation linéaire régie par
un senseur de stress du RE nommé Inositol-requiring protein-1 (Irelp) et un facteur de transcription
en aval connu sous le nom de HAC1 ont ainsi été identifiés (Cox and Walter, 1996; Mori et al., 1993).
Dans la levure, le stress du RE entraine une activation d’un large panel de génes impliqués dans le

contréle qualité, le repliement et la sécrétion des protéines.

L’activation de I'UPR entraine deux événements distincts :

- Une premiére action réduisant la synthése protéique et stimulant la dégradation des
protéines mal repliées ;
- Une seconde action plus tardive de régulation transcriptionnelle de centaines de geénes cibles

impliqués dans le contrdle de la protéostasie intracellulaire ;

Dans les organismes supérieurs (vertébrés), I'UPR a évolué vers un réseau complexe de voies
de signalisation interconnectées permettant a la cellule de s’adapter a un stress du RE. Trois voies de

signalisation de I'UPR ont ainsi été caractérisées chez les vertébrés (Figure 20) :

- Le récepteur Protein Kinase RNA (PKR)-like ER kinase (PERK) et la protéine Eukaryotic
translation Initiation Factor 2a (elF2a) ;

- Lerécepteur Inositol Requiring protein 1a (IRE1-a) et le facteur de transcription X-box-binding
protein 1 (XBP1) ;

- Le récepteur Activating transcription factor 6a (ATF6).
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Figure 20. Les trois voies de I'Unfolded Protein Response (UPR). La présence de protéines mal
conformées induit I'activation d’IRE1-a, PERK et ATF6. Une fois activée, IRE1-a va se dimériser et
s’auto-phosphoryler, activant les voies XBP1, JNK, NF-kB et le RIDD. En effet, I'activité RNAse d’IRE1-a
va épisser ’ARNm d’XBP1 en retirant un intron de 26 nucléotides. L'ARNm d’XBP1 est relié par RTCB
pour donner I’ARNm de XBP1s. Cet ARNm code pour le facteur de transcription XBP1s. L’activité RNAse
d’IRE1l-a provoque également le clivage d’ARNm et de miARNSs. L'activité kinase d’IRE1-a active les
voies JNK et NF-xB. PERK s’active de fagon similaire par dimérisation et auto-transphosphorylation.
Son activation lui confére une activité kinase permettant de phosphoryler elF2a. elF2a phosphorylée
va bloquer la traduction des ARNm sauf celui codant pour ATF4 dont la synthése est activée. Le facteur
de transcription ATF4, normalement réprimé a I’état basal, est ainsi traduit. GADD34, une protéine
induite par ATF4, agit comme un rétrocontrdle en induisant la déphosphorylation d’elF2a. ATF6 est
adressée au Golgi lors de sa dissociation avec BiP puis clivé par S1P et S2P.

(Hetz et Papa, 2018)

63



Une premiere description de 'homologue d’IRE1-a chez la levure, nommée Irelp (/nositol
Requiring Enzyme 1 protein) a été faite en 1992. Les auteurs travaillaient sur une espéece de levure,
S.cerevesiae, auxotrophe pour les inositols, dans le cadre d’une étude visant a identifier des genes
impliqués dans le métabolisme des phosphatidylinositol (PPDI), des phospholipides constituants
majeurs des membranes cellulaires. Les auteurs déterminérent que la structure de la protéine était
similaire a celle du récepteur EGF (Epidermal Growth Factor), ils posérent I’hypothése que cette
protéine kinase était essentielle pour I'activation ou I'expression d’un facteur impliqué dans la
synthése des lipides (Nikawa and Yamashita, 1992). Cox et al ont ensuite déterminé que la protéine
Irelp était I'acteur majeur de la réponse UPR chez la levure, détecteur d’un signal de stress du RE et
transmetteur d’un signal de réponse intra-cellulaire permettant la résolution du stress (Cox et al.,

1993).

Plusieurs études sur la levure ont permis ensuite de décrire la structure et la fonction d’lrelp.
C'est une protéine transmembranaire du RE exprimée sous forme de monomere inactif.
L'accumulation de protéines mal repliées va entrainer son oligomérisation et son activation par trans-
autophosphorylation via son domaine kinase cytosolique. L'activation du domaine kinase va
permettre I'induction de son activité ribonucléase, capable d’épisser ’ARNm du géne HACI exprimé
chez la levure sous deux formes : induite (HAC1p') et non induite (HAC1pY). ARNm de la forme
induite n’est pas détectable en I'absence de stress du RE. ARNm HAC1pVY contient un intron dit
« non conventionnel » dont I'épissage est indépendant de I'activité du splicéosome. Lorsque cet
intron est épissé, il y a un décalage du cadre de lecture modifiant la structure C-ter de la protéine
HAC1. Cette modification de structure permet a la protéine HAC1 d’étre pleinement active et capable

d’induire I'UPR (Bashir et al., 2020).

Irel est bien conservé sous la forme Irel chez le ver (C. elegans) et IRE1 chez la mouche (D.
melanogaster). L’homologue d’Irel chez les mammiféeres a été identifié par deux équipes (Tirasophon
et al., 1998; Wang et al., 1998) qui ont caractérisé la structure de deux protéines différentes : IRE1-a
et IRE1-B (IRE1-a est exprimée de maniere ubiquitaire, tandis que IRE1-B est exprimée uniquement
dans l'intestin) (Figure 21). L'absence de I'expression d’IRE1-a chez la souris (Knock-out ou KO) est
|étale au stade embryonnaire, le modele IRE1- KO constitutif est viable (Bertolotti et al., 2001).
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Figure 21. Evolution de I'UPR. Irel est le transducteur de I'UPR le plus ancien et
le mieux conservé dans I’évolution. Chez les mammiferes, Irel a évolué en deux
homologues IRE1-a ubiquitaire et IRE1-B (retrouvé dans la lumiére intestinale
uniquement).

(Mori et al, 2009)

Il est a noter que le facteur de transcription en aval d'IRE1-a n’est pas HAC1 mais XBP1 dans
les cellules métazoaires. Bien que HAC1 et XBP1 codent tous deux pour un facteur de transcription
de type bZIP (basic leucine zipper) et que leur ARNm soit soumis a un épissage non conventionnel
médié par IRE1-a en réponse au stress du RE, leurs séquences primaires d'acides aminés ne sont pas

identiques (Bashir et al., 2020; Mori, 2009).

La voie unique Irel/Hacl de I'UPR décrite chez la levure a évolué vers trois voies différentes
et complémentaires : les voies d’IRE1-a, PERK et ATF6. Ces trois voies sont présentes chez les vers (C.

elegans), les insectes (D. melanogaster) et les mammiféeres (Mori, 2009).
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8.5 Introduction aux voies PERK, ATF6 et IREl-a chez les
mammiferes

La Figure 22 décrit les voies de réponse au stress du RE, qui seront développées dans ce

chapitre.
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Figure 22. Voies de réponse au stress du réticulum endoplasmique. Les trois protéines transmembranaires de I'UPR,
que sont ATF6, IRE1-a et PERK, sont activées par la libération de BIP, une protéine chaperonne, lorsqu’il y a
accumulation de protéines mal repliées dans la lumiere du réticulum endoplasmique (stress cellulaire). ATF6 est
adressée au Golgi ol les protéases S1P et S2P libérent la partie active de la protéine qui va ensuite activer la
transcription de génes cibles de I'UPR dans le noyau. IRE1-q, activée apres libération de BIP, s’autophosphoryle puis
forme des oligoméres permettant |'activation de la fonction ribonucléasique de la protéine. La protéine clive ainsi
I’ARNm codant pour XBP1, permettant la synthése de la forme épissée (spliced XBP1 ou XBP1s) active de XBP1, un
facteur de transcription ciblant de nombreux genes de réponse au stress du réticulum. IRE1-a clive aussi d’autres
ARNm, processus nommé RIDD (Regulated Irel Dependent Decay). Le domaine kinase d’IRE1-a peut également lier
TRAF2 et activer la voie JNK. Enfin, PERK s’autophosphoryle et active une cascade de signalisation via EIF2a conduisant
a l'arrét de la traduction protéique et a I'activation de génes de réponse au stress, notamment I'autophagie mais aussi
I’activation de la voie CHOP, proapoptotique.

(Chen et al, Nature Reviews Cancer, 2021)
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8.5.1 IRE1-a

IRE1-a est la voie de réponse au stress du RE la plus conservée dans I'évolution et la plus
anciennement décrite. C’est une protéine transmembranaire de type 1. Elle est constituée d’un
domaine luminal senseur du stress du RE et de deux domaines effecteurs cytoplasmiques : un
domaine kinase ainsi qu’un domaine ribonucléase. Apres activation d’IRE1-a a la suite d’un stress du
RE, la protéine va se dimériser puis s’oligomériser. La dimérisation entrainera I'activation du domaine
kinase par autophosphorylation. L’activation du domaine kinase permettra enfin I'activation du

domaine ribonucléase de la protéine.

La forme active d’'IRE1-a a pour principale fonction I'épissage alternatif de ’ARNm de XBP1,
c’est-a-dire I'excision d’'une séquence de 26 nucléotides au niveau du C-terminal de la chaine d’acides
aminés de la protéine XBP1. L'ARNm épissé de XBP1 (XBP1s) code pour un facteur de transcription
stable et régulant de nombreux génes impliqués dans la synthése protéique, les mécanismes de
repliement des protéines, la dégradation des protéines mal repliées et 'augmentation de la taille du

RE (Calfon et al., 2002; Hetz and Papa, 2018).

Le domaine ribonucléase de IRE1-a peut aussi cliver de nombreux autres ARNm localisés a
proximité de la membrane du RE, mais ce clivage va entrainer leur destruction et donc la régulation
négative de nombreuses voies de signalisation intracellulaires. Ce processus est nommé RIDD
(Regulated IRE1 Dependant Decay) et a pour principal but la diminution de la quantité d’ARNm
adressée aux ribosomes et donc une diminution mécanique de la synthése protéique (Hollien et al.,

2009).

Enfin, IRE1-a peut recruter via son domaine kinase de nombreux partenaires protéiques et
notamment ASK1. Le domaine kinase d’IRE1-a participe a la phosphorylation de ASK1 et ainsi a
I’activation de voies pro-inflammatoires telles que la voie JNK et la voie NF-kB (Abdullah and Ravanan,

2018) (Figure 22).

La structure et les fonctions d’IRE1-a, protéine centrale dans ce travail de these, seront

précisées plus loin.
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8.5.2 PERK

En conditions de stress du RE, PERK (protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase) est une protéine
transmembranaire de type | qui peut s’oligomériser et s’autophosphoryler au niveau de son domaine
kinase cytosolique. Le domaine kinase de la protéine a pour principale fonction la régulation négative
de la translation des protéines a travers la phosphorylation d’elF2a (eukaryotic translation initiator
factor-2) au niveau de la sérine 51. La phosphorylation d’elF2a réduit I'induction de la traduction de
nombreuses protéines et donc entraine mécaniquement une baisse de la charge de protéines entrant
dans le RE d'une cellule stressée. Cette phosphorylation permet également l'activation de la
production du facteur de transcription ATF4. ATF4 active la synthése de nombreux genes impliqués
dans I'équilibre oxydatif, le métabolisme des acides aminés, la synthese protéique, I'apoptose et
I'autophagie (Harding et al., 2000; Hetz and Papa, 2018). ATF4 participe également au rétablissement
de la synthése protéique a travers une boucle de rétrocontréle activant GADD34, une phosphatase
qui va participer a la déphosphorylation d’elF2a et ainsi rétablir la traduction des ARNm en protéines

apres que le stress du RE soit résolu (Figure 22).

8.5.3 ATF6

En cas de stress du RE, la protéine ATF6 (activating transcription factor 6) migre de la
membrane du RE a I'appareil de Golgi via des vésicules contenant COP-II. Dans I'appareil de Golgi, le
domaine cytoplasmique d’ATF6 est phosphorylé et clivé par deux protéases (S1P et S2P) pour libérer
un fragment basic leucine zipper (bZIP), facteur de transcription actif appelé ATF6p50 qui est
transloqué dans le noyau et induit I'expression de nombreux genes. Ces génes codent notamment
pour des protéines chaperonnes (GRP94, PDIA4) et des enzymes permettant la dégradation des
protéines mal repliées (HERPUD1), activant la translocation dans le RE, la maturation et le repliement
des protéines. ATF6p50 entraine également une augmentation de la taille du RE et de I'appareil de
Golgi dans le but de faire face au stress du RE. De nombreux genes cibles d’ATF6p50 sont également
régulés par XBP1s, le facteur de transcription en aval d’'IRE1-a, ATF6p50 activant notamment la
transcription du géne de XBP1 démontrant ainsi I'interconnectivité des voies de 'UPR (Figure 22).
Les souris déficientes en ATF6 sont viables contrairement aux souris Irel-a ou Xbp1 déficientes qui

meurent a un stade embryonnaire précoce (Hetz and Papa, 2018; Shoulders et al., 2013).
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9 IRE1-a : structure, régulation et fonction

La structure de IRE1-a est composée de trois domaines de fonctions distinctes. Un domaine
N-ter orienté dans la lumiére du RE, un segment transmembranaire, et enfin un domaine cytosolique
subdivisé en un domaine Sérine/Thréonine (Ser/Thr) kinase et un domaine C-ter
endoribonucléasique. Le domaine luminal de IRE1-a contient deux interfaces : la premiére crée un
dimere doublement symétrique contenant un sillon profond, tandis que la deuxieme permet une
oligomérisation du récepteur. Le sillon formé a travers la premiére interface constitue la région
centrale de détection du stress du dimére qui présente une symétrie architecturale avec le CMH-I
(complexe majeur d'histocompatibilité de type |). Cette configuration permettrait la liaison directe
de peptides non repliés au domaine luminal de IRE1-a, participant ainsi a son activation (Figure 23)

(Siwecka et al., 2021).

La région cytosolique de IRE1-a se compose de deux parties principales : le domaine kinase
et le domaine ribonucléase structurellement continu localisé a I'extrémité C-ter de la molécule. Le
domaine de la protéine kinase (résidus 571-832) a un repliement bilobal avec un site de liaison a I'ATP
situé dans la fente entre le feuillet B en N-ter et le lobe a-hélicoidal en C-ter, il comprend également
une hélice C (résidus 603-623) et le segment d'activation (résidus : 711-741). Les résidus centraux
(720-729) du segment d'activation de la kinase contiennent un site de phosphorylation potentiel en
Ser724, tandis que le domaine RNase (résidus 835-963) a une conformation hélicoidale (Figure 23)

(Lee et al., 2008; Siwecka et al., 2021).
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Figure 23. Apercu de la structure moléculaire de IRE1-a (A) et des changements structurels survenant lors de son
activation (B). (A) A I'extrémité N-terminale, on trouve une séquence signal (SS) de 18 acides aminés et le domaine
luminal N-terminal (NLD) constitué de trois feuillets  formant une plaque triangulaire. La région transmembranaire
(TM) et les domaines sérine/thréonine kinase (S/T kinase) et endoribonucléase (RNase) de la région cytoplasmique se
composent principalement d'hélices a, et le domaine RNase s'étend jusqu'a I'extrémité C-terminale de la protéine
IRE1-a. (B) Lors de I'activation, les domaines luminaux s'oligomérisent, amenant les domaines kinase cytosoliques en
juxtaposition, permettant ainsi la trans-autophosphorylation de IRE1-a et la liaison des cofacteurs. Il en résulte
I'activation de la protéine kinase, un changement de conformation de « face a face » a « dos a dos », et I'induction de
I'activité ribonucléase. Les dimeres activés s'oligomérisent ensuite.

(Siwecka et al, 2021)
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Depuis la découverte de Ire-1 chez la levure et de son homologue IRE1l-a chez les
mammiféres, un modele d’activation unique était proposé. Dans ce modele indirect, la protéine
chaperonne BiP (aussi connue sous le nom Grp78 et HSPA5) était le médiateur principal de
I’activation de I'UPR et des trois voies de réponse (IRE1-a, PERK et ATF-6). Ainsi, dans ce premier
modele (Figure 24 a gauche), |'association de BiP au domaine luminal de IRE1-a empéche la
dimérisation spontanée des monomeres de IRE1-a et maintient donc la protéine dans un état inactif.
L'affinité de BiP étant plus forte pour les protéines mal repliées accumulées que pour le domaine
luminal de IRE1-a, une situation de stress du RE entraine la libération de BiP, permettant ainsi la
dimérisation du récepteur IRE1-a et I'activation des domaines kinases par autophosphorylation. Dans
un modele indirect alternatif plus récent, BiP agirait comme un détecteur. En effet, la liaison des
protéines mal repliées a son domaine de liaison au substrat (Signal Binding Domain ou SBD) pourrait
transmettre, par l'intermédiaire de son domaine ATPase, des signaux a IRE1-a. Une fois dissociée de
IRE1-a, BiP participerait alors au repliement des protéines et a la résolution du stress du RE (Carrara

et al., 2015; Kopp et al., 2018).

Ce modele relativement simple et indirect de la régulation de IRE1-a par BiP a évolué
récemment et il est maintenant suggéré que IRE1-a est couplée a un réseau complexe de protéines
chaperonnes dans la lumiére du RE. Dans ce modéle, toujours indirect, la liaison de BiP a IRE1-a est
médiée par la co-chaperonne ERdj4 (ou DNAJB9) et fonctionne comme une boucle de recyclage afin
de garder IRE1-a dans une configuration monomere inactive (Figure 24 au milieu en bleu). Des
études d’interactome ont aussi permis d’identifier HSP47 (SERPINH1), une chaperonne spécifique du
collagéne, en tant que partenaire d’IRE1-a qui faciliterait la dissociation de BiP et I'activation de IRE1-
a (Urra et al., 2020; Woehlbier and Hetz, 2011). Un autre partenaire, I'enzyme disulfure isomérase
PDIA6, modifierait la signalisation de IRE1-a via une interaction avec des résidus cystéine oxydés
spécifiques dans la lumiére du RE. Récemment, il a été montré que la protéine PDI phosphorylée
(également connue sous le nom de PDIA1) interagit directement avec le domaine luminal de IRE1-a,
réduisant ainsi son activité en cas de stress du RE (Yu et al., 2020). Ces résultats suggerent que

I'activation de IRE1-a est médiée par de nombreuses chaperonnes situées dans la lumiere du RE,
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permettant une fine régulation de la capacité du RE a répondre au stress (Urra et al., 2020) (Figure

24).
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Figure 24. Détection du stress du RE par IRE1-a (modéle indirect et modéle direct). IRE1-a est maintenue dans un état
réprimé et monomérique par son association avec le domaine ATPase de BiP (vert clair) par un mécanisme de recyclage
qui implique ERdj4. ERdj4 peut se lier au domaine luminal de IRE1-a, ce qui entraine le recrutement de BiP. L'interaction
entre ERdj4 et le domaine de liaison au substrat (SBD) de BiP (en vert kaki) entraine I'activation du domaine ATPase de BiP
et la dissociation de ERdj4. Ensuite, BiP est libérée du domaine luminal de IRE1-a permettant son interaction avec les
protéines mal repliées lors d'un stress du RE. Les protéines mal repliées vont alors s'arrimer au SBD de BiP, déclenchant la
dissociation de IRE1-a par régulation allostérique (modéle indirect). De plus, les protéines mal repliées peuvent interagir
directement avec le domaine luminal de IRE1-a, favorisant la dimérisation de IRE1-a (modele direct). Ces événements
entrainent l'auto-transphosphorylation du domaine kinase de IRE1-a, ce qui induit un changement conformationnel de
son domaine RNase permettant son activation. En plus du mécanisme de régulation médié par BiP et ERdj4, |'activation
de IRE1-a pourrait étre régulée par d'autres chaperonnes, telles que HSP47 et PDIA6, qui pourraient renforcer la
signalisation de IRE1-a, ou par PDIA1 (également connue sous le nom de PDI) qui pourrait inhiber I'activité de IRE1-a.
HSP47 peut également se lier a BiP et la déplacer du domaine luminal de IRE1-a, permettant ainsi la liaison de protéines
mal repliées.

(Urra et al, 2020)
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Le deuxieme modele d’activation est un modeéle direct (Figure 24 a droite) : il fait intervenir
la structure particuliére du domaine luminal de IRE1-a qui partage des similarités avec la structure
du CMH de type | lorsqu’il est associé sous forme de dimere. D’apres les travaux de cristallographie,
cette structure ne permet pas la liaison d’'un peptide en termes de volume et de positionnement.
Cependant, des études in vitro ont démontré que les protéines mal repliées peuvent se lier au
domaine luminal de IRE1-qa, induisant un réarrangement de la structure tridimensionnelle et facilitant
la dimérisation du récepteur. Il a été démontré que des mutations spécifiques d'un fragment
hydrophobe (WLLI3>°-362 yvers GSGS°9-3€2) 3 |'interface du dimére perturbaient le processus de liaison
et d'oligomérisation, et que cela entrainait I'abolition de I'activation de IRE1-a (Karagoz et al., 2017;
Siwecka et al., 2021). Pour appuyer cette théorie, il est intéressant de noter qu’une récente étude
suggere que le domaine luminal de PERK serait aussi capable de lier des peptides directement (Wang
et al., 2018b). Ces modeles restent aprement discutés, des travaux contradictoires contredisant I'un

ou l'autre modele (Oikawa et al., 2009; Urra et al., 2020).

Une derniere voie d’activation de IRE1-a impliquerait le métabolisme des bicouches lipidiques
(non représenté sur la Figure 24). Les premiéres études a |'origine de la découverte de cette protéine
ont montré que IRE1-a était impliquée dans le métabolisme de I'inositol. Une composition aberrante
des membranes du RE activerait IRE1-a (Halbleib et al., 2017). Le domaine transmembranaire de
IRE1-a est indispensable a I'activation du récepteur en cas de perturbation du métabolisme des
bicouches lipidiques. A contrario, le domaine luminal n’est pas nécessaire a son activation. Un
mécanisme similaire existerait pour I'activation de ATF6. En plus du domaine transmembranaire
d'IRE1-a, une hélice amphipathique adjacente serait nécessaire pour détecter le stress lipidique. Les
mécanismes d’activation de I'UPR seraient donc couplés a d'autres fluctuations du métabolisme
cellulaire et iraient au-dela de sa fonction de réponse a I'accumulation de protéines mal repliées

(Radanovi¢ and Ernst, 2021; Siwecka et al., 2021; Urra et al., 2020).
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9.3 Régulation de IRE1-a

Plusieurs mécanismes de régulation de I'activité de IRE1-a ont été décrits dans la littérature,

mais ces mécanismes restent souvent discutés notamment du fait que la majorité des études ont été

réalisées dans des modeles de surexpression in vitro d’IRE1-a. Prés de 95 % des interactants décrits

dans la littérature ont été définis a I'aide de systemes de surexpression. Cependant, 48 % d'entre eux

ont également été validés au niveau des protéines endogenes ou dans des systemes sans cellules

avec des composants purifiés pour détecter les interactions directes (Urra et al., 2020). Les différents

régulateurs de I'activité de IRE1-a ont fait 'objet de plusieurs revues de la littérature (Hetz et al.,

2020; Urra et al., 2020). Nous allons brievement décrire certains mécanismes de régulation (Figure

25).
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Figure 25. Les différentes voies de régulation de l'activité de IRE1l-a. L’activité de IRE1-a est régulée par de
nombreuses protéines qui interagissent avec elle et forment des complexes protéiques. A) Inhibiteurs de IRE1-q,
diminution de I'activité et modification de I'oxydation de résidus. B) Régulateurs positifs, notamment inducteurs de
I'oligomérisation du récepteur. C) Modificateurs post-traductionnels (phosphorylation, déphosphorylation,

ubiquitinylation (CHIP), ADP-ribosylation (PARP16)). D) Régulation de la stabilité de la protéine.

(Hetz et Papa, 2018)
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9.3.1 Inhibiteurs cytosoliques

Bax inhibitor-1 (TMBIM®6) est un régulateur négatif de IRE1-a qui s’associe a son domaine
cytosolique pour former un complexe inhibant son activation. La protéine Fortilin (TPT1) est un autre
régulateur cytosolique, elle peut interagir directement avec les domaines kinase et/ou ribonucléase
d’IRE1-a pour les inhiber et réduire la susceptibilité des cellules a entrer en apoptose. Une
caractéristique commune des régulateurs négatifs de IRE1-a est qu'ils bloguent son activation
prolongée, empéchant I'engagement dans des processus d’apoptose sous stress du RE chronique

(Urra et al., 2020) (Figure 25A).

9.3.2 Modulateurs positifs

BAX et BAK (membres de la famille BCL-2) faciliteraient la dimérisation de IRE1-a pendant son
activation, BIM et PUMA stabiliseraient le dimere et la prolongation de la réponse IRE1-a. Ces
données ont été confirmées dans des modeéles in vivo. Sec61, un des composants de la machinerie
du translocon, forme un complexe avec IRE1-a au niveau de la membrane du RE, et recrute '’ARNm
non épissé de XBP1 (XBP1u) grace a un pseudo-domaine présent dans la chaine protéique en cours
de synthése. Sec61 régulerait aussi I'équilibre structural entre dimeéere et oligomeére de IRE1-a
(Sundaram et al., 2018). Un article récent de la méme équipe a montré que IRE1-a forme un complexe
indépendant du stress du RE avec le complexe Sec61 et que ce complexe est indispensable a la liaison
de BiP au domaine luminal de IRE1-a. Sec61 régulerait I'activation de IRE1-a en recrutant BiP. Ainsi,
dans un modele cellulaire Sec63 déficient, IRE1-a reste actif lors d’un stress du RE prolongé (Li et al.,
2020). Une étude d’interactome a montré que IRE1l-a se lie a plusieurs protéines et ARN
ribosomiques qui font partie d’'un complexe appelé particule de reconnaissance du signal (PRS), ce
complexe se lie a la séquence signal d'un peptide nouvellement synthétisé lorsqu'il émerge du
ribosome. Cette liaison entraine le ralentissement de la synthése protéique connu sous le nom
d"'arrét de I'élongation", ce qui facilite le couplage des processus de traduction et de translocation
des protéines. (Acosta-Alvear et al., 2018). Ces travaux indiquent que IRE1-a est a proximité
immeédiate et en interaction avec la machinerie de la traduction protéique afin de finement réguler

le stress du RE (Figure 25B).
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9.3.3 Modlifications post-traductionnelles

La phosphorylation de IRE1-a est essentielle a son activité. Plusieurs sites de phosphorylation
existent dans la structure de la protéine : au niveau du domaine transmembranaire, de la boucle
d’activation et du domaine RNAse. La phosphorylation de résidus au niveau de la boucle d’activation
permet d’améliorer I'accessibilité des substrats ARN au domaine RNAse et facilite ainsi I'épissage de
XBP1s et la fonction RIDD. La protéine kinase A peut phosphoryler IRE1-a au niveau du résidu Ser724
indépendamment d’un stress du RE. Le niveau de phosphorylation de IRE1-a est régulé par de
nombreuses phosphatases telles que PP2A (Phosphatase protein 2A) ou PP2Ce. Certaines
modifications post-traductionnelles telles que la S-nitrosylation de IRE1-a au niveau des résidus
cystéines réguleraient I'activation du domaine RNase, |'ubiquitinylation activerait la voie JNK et
certaines caspases pourraient réguler I'expression de IRE1-a (Figure 25C). Ces données restent
parcellaires, surtout obtenues in vitro et sont donc a confirmer dans des modeles in vivo plus

complexes (Hetz et al., 2020).

9.3.4 Contréble de la stabilité de IRE1-a

La régulation de la stabilité de IRE1-a est aussi un moyen de réguler son activité (Figure 25D).
Par exemple, la synovioline peut ubiquitinyler IRE1-a et induire sa dégradation (Gao et al., 2008).
L'ubiquitine D (UBD) peut également s’associer a IRE1-a et de ce fait impacter 'activation de la voie
JNK (Brozzi et al., 2014). Un des composants du complexe Ufm1 capable également d’ubiquitinylation
interagit aussi avec la protéine IRE1-a et altére sa stabilité par des modifications non covalentes de
type ufmylation (Liu et al., 2017). IRE1-a peut étre une cible des mécanismes de I'ERAD (Endoplasmic-
reticulum-associated protein degradation) via USP14 ou l|'optineurin. L'ERAD désigne une voie
cellulaire qui cible les protéines mal repliées du réticulum endoplasmique en vue de leur
ubiquitination puis de leur dégradation par le protéasome (Qi et al., 2017). Dans certains modeles de
cancer, IRE1-a peut étre clivée par des caspases. Enfin, HSP90 peut stabiliser la protéine en

interagissant avec son domaine cytosolique (Hetz and Papa, 2018).
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9.4.1 XBP1s

L'ARNm de XBP1 est le principal substrat de IRE1-a dans les cellules de mammiféres, et
représente I’hnomologue de Hacl chez la levure. ARNm de XBP1 non épissé (XBP1u) code pour une
protéine tres instable et c’est la forme épissée de ’ARNm (XBP1s) qui va étre traduite en un facteur
de transcription actif XBP1. Contrairement a Hacl, la forme non épissée de XBP1 est capable d’étre
traduite a un faible degré. Plusieurs études de mutagénese dirigée ont permis de décrire les
mécanismes d’épissage de XBP1, la caractéristique de la séquence signal de six nucléotides CUGCAG
et de la séquence intronique de 26 nucléotides qui est épissée. A la suite du retrait de la séquence
de 26 nucléotides (Figure 26) par le domaine ribonucléase d’IRE1-a, la ligase RtcB, une enzyme située

a proximité du RE, est recrutée afin de terminer I'épissage (Yoon et al., 2019).
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Figure 26. Séquence intronique épissée par IRE1-a dans ’ARNm de XBP1.

(Yoon et al, 2019)

Un cofacteur du complexe ARNt, I'archease, s’est révélé étre un élément important dans
I’épissage de XBP1. La suppression combinée de RtcB et de I'archease est nécessaire afin de bloquer
I’épissage de XBP1. Un modele est proposé aujourd’hui dans lequel la protéine XBP1u forme un
complexe avec RtcB et IRE1-a, permettant le clivage de 'ARNm de XBP1, puis RtcB procéderait a la
ligation des deux extrémités. XBP1u possederait un domaine hydrophobe HR2, important pour son

association a la membrane du RE et essentiel a I'épissage de ’ARNm de XBP1 en permettant le
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recrutement du complexe Sec61/Sec63 mentionné précédemment, régulant ainsi I'activation d’IRE1-

a et I'épissage de I’ARNm de XBP1 (Figure 27) (Bashir et al., 2020; Yanagitani et al., 2009).
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Figure 27. Epissage de XBP par IRE1-a. (A) Structure primaire de XBP1u et XBP1s. La région
hydrophobe (HR) et la séquence “ribosome pausing” (RP) sont mises en évidence, en plus
des domaines impliqués dans la régulation transcriptionnelle. (B) Lorsque I'ARNm de XBP1
non épissé est traduit chez les mammiferes, une HR sur le peptide naissant permet
I'adressage de I'ARNm de XBP1u en train d’étre traduit vers la membrane du RE, favorisant
sa transformation par IRE1-a active. Cette réaction est complétée par la RctB ligase. Le
ciblage de I'ARNm de XBP1u vers la membrane du RE dépend de l'interaction physique entre
IRE1 et le translocon Sec61.

(Hetz et Papa, 2018)

XBP1s est un facteur de transcription transloqué au niveau du noyau et active de nombreux
genes impliqués dans ’lhoméostasie cellulaire (Figure 28) (Park et al., 2021). Ces génes codent pour
des protéines impliquées dans les mécanismes de dégradation des protéines (EDEM1 notamment),
de la synthése des lipides, de repliement et de maturation des protéines (DNAJB9 par exemple) ou
pour des chaperons (par exemple, p58IPK codée par le géne DNAJC3) mais aussi des cytokines pro-
inflammatoires (IL-6 et IL-4). XBP1 est aussi un régulateur de la voie IRE1-a. XBP1 est un gene maitre

de la différenciation plasmocytaire agissant en aval de Blimp-1 et indispensable a la sécrétion
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d’immunoglobulines (Martinon et al., 2010; Reimold et al., 2001; Shaffer et al., 2004). L'absence de
XBP1 est |étale au stade embryonnaire chez la souris Xbp1 -/-. Si la fonction principale de XBP1 semble
étre de résoudre le stress du RE a travers la liaison a une séquence promotrice TGACGTGG, il semble
gu’une activation prolongée du stress du RE et I'accumulation de XBP1 dans le noyau entrainent sa
liaison a une autre séquence promotrice non canonique TGACGTGA présente dans le gene KLF9.
Cette liaison entraine des modifications de I’équilibre calcique de la cellule et I'activation de
I’'apoptose (Fink et al., 2018). Des virus tels que le VSV et le HSV utilisent XBP1 pour induire la mort
cellulaire. XBP1 est un élément indispensable a la survie cellulaire et au développement de

I’'organisme (Bashir et al., 2020).

(C) » Immune responses
XBP1s E Target gene - B cells: plasma cell differentiation, Ab production
cis-acting (genes of protein translocation, folding, trafficking)
element - Th2 cells: cytokine expression, secretion
- ) ’ ’
(A) > Llp id metabolism \ (genes of UPR, immune response, proliferation)
! - Th17 cells: Th17 cell differentiation (Rorc)
- ER expansion: synthesis of phosphatidylcholine - T cells in ovarian cancer: inhibit mitochondrial activity
- Hepatic lipogenesis: fatty acid synthesis (genes of T cells activation, anti-tumor immunity)
(Scd1, Dgat2, Acc2, Fasn, Srebf1, Ppara) - Monocytes: G-protein coupled receptor 43 (Gprd3)
- Adipogenesis: key adipogenic transcription factors - Macrophages: inflammatory cytokines
(Cebpa, Pparg2) (Il6, Tnf, Ifnb1, Dnajb9)
- Dendritic cells: TG biosynthesis, lipid accumulation - Eosinophils: development (P4hb, Edem1, Sec24d)
(Gpatd, Fasn, Scd2, Lpar{) - Dendritic cells: INF-a, IFN-f expression
- Lipoprotein assembly: increase MTP activity (Pdi) (genes of protein quality control, folding, trafficking)
' .
(B) » Glucose metabolism \\l {/lD) » Cancer h
- Pancreatic a-cells: increase glucagon secretion - Triple-negative breast cancer; tumor growth, invasiveness
(FoxO1, Geg) (genes of hypoxia response pathway)
- Adipocytes: adiponectin multimerization - Melanoma cells: cell proliferation (//6)
(Pdia6, Grp78, Erp44, DsbA-L) - Hepatocellular carcinoma: cell proliferation (/6)
- Hepatocytes: PPARy activity (Fgf21) - Breast cancer: resistance to antioestrogen (Ncoa3)
- Adipocytes: increase glucose uptake (Fgf21) - Colorectal cancer : proliferation, suppress TAp73 (Trp73)
e . . . N ([ . o )
(E) » Alpha-1 antitrypsin deficiency (F) » Neurodegenerative disorders
- Hepatocytes: not identified - Hippocampus: memory formation (Bdnf)
- Monocytes: chaperones (Grp58, Grp78, Grp94) - Alzheimer’s disease:
ERAD components (Derlin-1, pa7) y-secretase complex (Nesin, Psent, Psenen)
- Hepatocellular carcinoma: invasion, metastasis (Twist) APP trafficking and processing (Ubgin?, Apba3, Apbb3)
AD pathogenesis (Cdk5, Tefep2)
ERAD process (Hrd1)

Figure 28. Génes cibles de XBP1s. XBP1s régule la transcription de nombreux genes impliqués
dans des voies de signalisation différentes spécifiques des stimuli et du type cellulaire. XBP1 joue
un également role dans de nombreuses pathologies. Les voies de signalisation et les genes
représentés ici ont été associés de maniére directe ou indirecte a la fonction de XBP1 dans la
littérature.

(Park et al, 2021)
79



9.4.2 RIDD

La voie RIDD reste encore mal connue et son impact sur I’homéostasie du RE est encore a
éclaircir. Il a cependant été démontré qu’elle régule de nombreux processus cellulaires de maniére
spécifique a la cellule et au stimulus. Les deux isoformes IRE1-a. et IRE1-B peuvent activer la voie
RIDD, mais IRE1-B activerait plus facilement cette voie que son paralogue. IRE1- possede un acide
aminé au niveau de son domaine kinase qui empécherait la phosphorylation et I'oligomérisation du
récepteur (Grey et al., 2020). Le clivage par IRE1-a dépend d’un motif commun CUGCAG présent dans
I’ARNm codant XBP1, mais aussi sur toutes les autres cibles du RIDD, au niveau d’une séquence de
nucléotides formant une boucle. Plus de 37 substrats du RIDD ont été décrits dans la littérature, la
majorité des substrats représentent des protéines localisées au niveau du RE, certaines cibles sont
des protéines co-chaperonnes (ERGIC3, BLOC1S1), d’autres sont impliquées dans la présentation
antigénique du CMH-I (Tapasine et TAP-1). ARNm pS de la chaine lourde des IgM sécrétés est
également une cible connue du RIDD (Tang et al., 2018). L’activation du RIDD entrainerait la
diminution mécanique de la synthése protéique et donc éviterait I'accumulation de ces protéines
dans le RE en cas de stress (Maurel et al., 2014). Il est intéressant de noter que I'efficacité du ciblage
de RIDD montre une corrélation spécifique au type de cellule et également avec le type d'inducteur
de stress du RE. Par exemple, 'ARNm de Blos1 est dégradé avec plus d’efficacité dans les cellules
traitées au DTT (dithiothréitol, agent réducteur formant des ponts disulfures) que celles traitées a la
thapsigargine (inhibiteur de la SERCA, perturbant I'équilibre calciqgue du RE). Son niveau de
dégradation est également différent entre des cellules HEK293T et des cellules HepG2 (Moore and

Hollien, 2015).

Récemment, la nécessité de la présence de I'endomotif CUGCAG dans les séquences des
ARNm dégradés par la fonction ribonucléase de IRE1-a a été remise en question. En effet, grace a
une technique de séquencage de nouvelle génération permettant de distinguer les ARNm
fraichement transcrits du pool total d’ARNm cellulaire, les auteurs de I’étude ont observé que IRE1-
o dégrade non seulement les substrats RIDD contenant I’'endomotif classique, mais aussi de multiples
ARNmM ne possédant pas de telles séquences consensus, identifiés comme cibles d'un processus qu’ils
ont appelé "RIDD lacking endomotif" (RIDDLE) (Le Thomas et al., 2021). Cette derniere découverte
accentue encore la complexité de la réponse de IRE1-a et des voies métaboliques régulées par cette

protéine.
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9.4.3 Activation de JNK et NF-«B

La derniere voie de signalisation de IRE1-a est médiée par le domaine kinase de la protéine.
L’autophosphorylation de IRE1-a permet son interaction avec la protéine adaptatrice TRAF2 (TNFR-
associated factor 2) activant ASK1 (Apoptosis signal regulating kinase 1) et la voie JNK (c-Jun N
terminal kinase), entrainant 'engagement de la cellule vers I'apoptose en cas de stress prolongé du
RE (Arshad et al., 2013; Nishitoh et al., 2002; Urano et al., 2000) (Figure 29). IRE1l-a interagit
également avec la protéine NCK, induisant 'activation de la voie NF-kB et renforgant le signal
d’apoptose de la cellule en cas de stress prolongé (Nguyén et al., 2004). Ces voies de signalisation
participeraient principalement au stade terminal de la réponse UPR, lorsque le stress du RE persiste
sans résolution (Darling and Cook, 2014; Hetz and Papa, 2018). Mais il a été montré que I'activation
de la voie JINK médiée par IRE1-a peut aussi activer I'autophagie et ainsi participer a la résolution du
stress du RE en éliminant les agrégats protéiques intra-cellulaires, illustrant ici encore la dualité du

role d’IRE1-a (positif ou négatif) dans la survie cellulaire (Ogata et al., 2006; Wu et al., 2021).
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Figure 29. Le stress du RE favorise I'activation de JNK dépendante de IRE1-a. L'oligomérisation de TRAF2
dépendante d'IRE1-a active la signalisation ASK1-MKK4/7-JNK, qui peut favoriser la survie par |'expression
de Adapt78 dépendante de c-Jun et I'inhibition de la calcineurine (calcin.) ou au contraire peut favoriser
la mort cellulaire.

(Darling and Cook, 2014)
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9.4.4 Activité séquentielle de IRE1-a

Une hypothése actuelle relate que 'UPR et IRE1-a seraient régulées de maniére séquentielle
en fonction de la durée et de la sévérité du stress du RE (van Anken et al., 2021; Hetz, 2012; Hetz and
Papa, 2018; Hetz et al., 2020; Woehlbier and Hetz, 2011). Ce modéle reste parcellaire et est

largement débattu aujourd’hui.

Une premiere phase est régie par les mécanismes de réduction de la charge du RE. Durant
cette phase, la quantité de protéines mal conformées est réduite par la dégradation des nouveaux
ARNm a destination du RE par le RIDD, et la dégradation des protéines mal conformées du RE par
induction de I'autophagie via la voie JNK. La seconde phase intervient par I'activation du facteur de
transcription XBP1s. Il va induire la production de lipides pour augmenter la taille du RE afin
d’augmenter sa capacité de stockage de protéines et va permettre d’augmenter I'expression des
protéines chaperonnes et des protéines impliquées dans I'ERAD. Ces premieres phases visent a

rétablir ’'homéostasie du RE.

Lorsque le stress du RE perdure malgré les contre-mesures induites par I'UPR, une phase de
transition intervient. Cette troisieme phase permettrait d’induire « I'UPR terminal », un changement
de transcription destiné a induire 'apoptose de la cellule ou I'épissage de XBP1 est diminué mais ou
le RIDD persiste. Il a été démontré que I'oligomérisation de IRE1-a en cas de stress du RE prolongé
induit I'activation d'un certain nombre de protéines pro-inflammatoires et pro-apoptotiques. Par
exemple, lorsque IRE1-a est hyperactivée, son domaine RNAse clive certains microARN dont la
fonction est de réprimer des génes cibles pro-apoptotiques, comme la protéine pro-oxydante TXNIP
(thioredoxin-interacting protein) (Upton et al.,, 2012). Le clivage de ces microARN entraine
I'augmentation rapide des niveaux de TXNIP, ce qui active alors I'inflammasome NLRP3 et sa voie pro-
apoptotique dépendante de la Caspase-1 (Lerner et al., 2012a). La persistance de I'activation de IRE1-
a entrainerait également I'activation conjointe des voies JNK et NF-kB favorisant I'induction des voies
de I'apoptose intrinseque de la cellule (Hetz and Papa, 2018). La voie JNK favorise I'activation des
caspases 3 et 9 en régulant les protéines de la famille Bcl-2. L’activation de NF-kB promeut également

par exemple la production autocrine de TNF-a et 'apoptose (Junjappa et al., 2018).
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10 IRE1-a et systeme immunitaire

La protéine IRE1-a joue un rdle essentiel dans de nombreuses cellules immunitaires. Les
cellules immunitaires ont souvent des fonctions sécrétrices importantes, avec une taille de RE
conséquente et une susceptibilité plus importante aux toxines, pathogenes et pathologies,
inducteurs de stress du RE. L'UPR joue notamment un réle important dans les cellules dendritiques
et les LB, mais d’autres cellules immunitaires ont également besoin d’'une fonction compléte de IRE1-
a. IRE1-a et XBP1s sont des régulateurs importants du cycle cellulaire et de la différenciation des

cellules hématopoiétiques (Junjappa et al., 2018; Reimold et al., 2001; Zhang et al., 2005).

La délétion conditionnelle de XBP1s au niveau hématopoiétique (a I'aide du promoteur Vavl-
Cre) chez la souris entraine une diminution de la maturation des éosinophiles et une diminution de
leur viabilité (Bettigole et al., 2015). La fonction de IRE1l-a est requise pour l'infiltration des
neutrophiles et I'inhibition de XBP1s dans les neutrophiles altére la fonction pro-inflammatoire de
ces cellules (Hu et al., 2015). IRE1-a et XBP1s sont essentiels a la production optimale et soutenue de
cytokines pro-inflammatoires par les macrophages (Figure 30). En effet, la perte de XBP1s dans les
macrophages altere la production d'IL-6, de TNF-a, d'IFN-f3, d'IL1-B et de CCL2 (C-C motif chemokine
ligand 2). IRE1-a jouerait également un réle important dans la polarisation des macrophages, tandis
gue XBP1s et BiP sont impliqués dans la différenciation des monocytes en macrophages (Martinon
et al., 2010). De plus, la voie IRE1-a/XBP1s a une importance dans le développement des monocytes

en ostéoclastes en réponse a RANKL.
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Un article récent a montré que la voie IRE1-a/XBP1s médiait la prolifération des cellules NK
par la régulation directe de c-Myc. En outre, XBP1s favorise la phosphorylation oxydative des cellules
NK. Cela indique que XBP1s serait essentiel pour une fonction cytotoxique optimale des cellules NK

(Dong et al., 2019).
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Figure 30. La signalisation du TLR4 et de I'UPR coordonne les réponses immunitaires dans les macrophages.
a) Lors de I'activation du récepteur TLR4, IRE1-a est activée par un mécanisme qui nécessite le recrutement de
TRAF6 au TLR4 et la production de ROS par NOX2. XBP1s fonctionne comme un facteur de transcription pour les
cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNFa. Dans une voie distincte, I'activation de ATF4 est inhibée par le TLR4,
ce qui diminue les niveaux de la protéine CHOP et I'apoptose dans les macrophages activés. Cela favorise la
survie des macrophages et facilite ainsi la réponse immunitaire. b) En I'absence de signalisation TLR4, IRE1-a
phosphorylée est soumise a une déphosphorylation et une inactivation médiée par PP2A. Cependant, lors de
I'activation du TLR4, TRAF6 interagit avec IRE1l-a et catalyse son ubiquitination, ce qui empéche la
déphosphorylation et I'inactivation d'IRE1-a par PP2A, amplifiant ainsi I'inflammation. c) A I'inverse, I'activation
de IRE1-a induite par le stress du réticulum endoplasmique peut également induire la transcription d'IL-1p par
I'intermédiaire de GSK3[, qui inhibe I'épissage de XBP1 et donc la transcription des genes cibles de XBP1s, y
compris TNFa, agissant comme un rétrocontrole.

(Grootjans et al, 2016)
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IRE1-a joue un réle particulierement important dans les cellules dendritiques (Figure 31). En
effet, la voie IRE1-a/XBP1s est constitutivement active et la perte de XBP1s entraine une baisse du
nombre de DC en activant I'apoptose de ces cellules. La perte d’expression de XBP1ls est
particulierement délétere dans la sous-population des pDC mais affecte également le
développement des DC conventionnelles, que I'on nommera DC dans ce chapitre. En effet, Iwakoshi
et al. ont montré que la délétion spécifique de XBP1 dans les DC provoque une réduction globale du
nombre de DC avec un effet plus sévere chez les pDC, probablement due a une sensibilité accrue a
I'apoptose pendant la différenciation (Iwakoshi et al., 2007). De plus, la surexpression de XBP1s, par
transduction lentivirale de progéniteurs hématopoiétiques, améliore le développement des DC dans
des souris WT mais rétablit également le nombre et la fonction des DC chez les souris XBP1 KO
conditionnelles, confirmant I'importance de la voie pour leur survie et leur développement.
L'observation de la présence d’une production forte de XBP1s dans les DC WT permet de poser
I’hypotheése selon laquelle la voie XBP1 permettrait d’inhiber I'apoptose naturelle des DC en cours de
développement. Dans les DC CD8a*, I'absence de IRE1l-a et de XBP1ls provoque des anomalies
structurelles qui ne semblent pas affecter leur fonction sécrétoire. En revanche, leur fonction de
présentation croisée des antigénes aux LT CD8+ est fortement impactée (Grootjans et al., 2016;
Osorio et al., 2018; So, 2018). De facon similaire aux LB, I'activation de la voie XBP1s dans les pDC
semble permettre le développement du systéme de sécrétion de la cellule en augmentant la taille du
RE avant que la différenciation en pDC ne soit terminée. Un défaut d’activation de cette voie
provoque donc une diminution de la production d’IFN de type | par ces pDC (Hu et al., 2011; Tavernier

et al., 2017).
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Figure 31. XBP1s joue un réle crucial dans la différenciation et la fonction des DC. XBP1s est nécessaire a la différenciation
des cellules dendritiques conventionnelles (cDC) et des cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) a partir de progéniteurs
immatures. La perte de XBP1s dans les cellules progénitrices abroge la maturation et diminue la survie des DC. La délétion de
XBP1 dans les DC CD11c* matures entraine une hyperactivation de IRE1-a, I'activation du RIDD et la dégradation des
composants de la machinerie de présentation croisée des antigénes médiée par le CMH de classe | ; ainsi le stress du RE dans
les DC interfére avec leur fonction. En revanche, I'augmentation de XBP1s en réponse a la production de ROS dans les DC
conduit a une augmentation de la biogénese des lipides qui est associée a I'augmentation de |'activité des DC.

(Grootjans et al, 2016)

10.3 IRE1-a et lymphocytes T

IRE1-a et XBP1s sont actifs aux premiers stades de développement de différentes sous-
populations de LT, les LT CD4", les LT CD8*, et les LT cytotoxiques. XBP1s serait également nécessaire
a la différenciation terminale des LT CD8+ effecteurs (Kamimura and Bevan, 2008). Le role de 'UPR
et de IRE1-a dans les LT restent pour I’heure moins clairement identifié que dans les lymphocytes B,
mais il est désormais démontré que la phosphorylation de PERK et I'activation de sa voie de
signalisation jouent un role dans la différenciation des LT CD4*en LTh2 (Pramanik et al., 2018; Scheu
et al., 2006). XBP1s a, quant a lui, un réle important dans la différenciation en LTh17 et ce type de LT
auxiliaire est souvent associé aux maladies inflammatoires et auto-immunes (So, 2018). En effet, la
délétion conditionnelle de XBP1 dans les lymphocytes B et T (modéle Ragl conditionnel
Rag1¢eXBP1//f) empéche le développement d’une auto-immunité dépendante des LTh17 dans un

modele murin d'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (Brucklacher-Waldert et al., 2017).
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Le r6le de IRE1-a et XBP1s dans les lymphocytes B et les plasmocytes est décrit depuis trés
longtemps (Figure 32). IRE1-a est nécessaire au développement des LB dans la moelle osseuse a un
stade précoce mais aussi lors de la différenciation plasmocytaire, comme montré par les travaux de
Zhang et al en 2005, a I'aide d’'un modeéle Rag2 déficient reconstitué avec des CSH de souris IRE1-a
déficientes (Zhang et al., 2005). D’apres cette étude, le domaine cytoplasmique d’IRE1-a contenant
le domaine kinase et le domaine ribonucléase est essentiel a la différenciation des LB. Le réle de IRE1-
a dans les LB s’est grandement complexifié et de nouvelles hypotheses proposent maintenant que
IRE1-a pourrait jouer un role directement dans la sélection des LB en favorisant la survie lors des

mécanismes de sélection des progéniteurs (van Anken et al., 2021).
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Figure 32. XBP1s joue un rdle crucial dans la différenciation des plasmocytes L’activation du BCR
induit la phosphorylation de BCL-6, puis son ubiquitinylation et sa dégradation. La dégradation de
BCL-6 active la synthese de BLIMP1 dans les LB naifs et active les voies de signalisation essentielles
au développement des plasmocytes. Ces programmes comprennent I'UPR et |'épissage de XBP1s,
nécessaires a l'expansion du réticulum endoplasmique (RE) et a I'augmentation de la synthése des
protéines (immunoglobulines).

(Grootjans et al, 2016)

Concernant la différenciation plasmocytaire, une ancienne hypothése proposait que I'axe
IRE1-a/XBP1s était nécessaire a ce processus du fait de l'augmentation de synthése des
immunoglobulines. La premiére description du role essentiel de XBP1s dans les plasmocytes a été
réalisée en 2001 par I'équipe du Pr. Glimcher (Reimold et al., 2001). Dans cette étude, ils ont pu
observer que le KO complet de XBP1 n’était pas viable. lIs ont ainsi étudié un modele de souris Rag2
KO reconstituées avec des cellules souches hématopoiétiques XBP1s déficientes et observé un

blocage quasi-complet de la différenciation plasmocytaire. Ills ont aussi observé que I'induction de
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I’expression de XBP1s dans une lignée de LB active la différenciation plasmocytaire. En 2003, I'équipe
de Laurie Glimcher a observé que la voie IRE1-0/XBP1s est activée apres le début de la différenciation
plasmocytaire et que I'absence d’expression de la chaine lourde des Ig entraine une diminution de
I’expression de XBP1 in vitro : ils en ont conclu que la synthése d’lg mal repliées pourrait activer la
synthése de XBP1s (lwakoshi et al., 2003). Cependant, XBP1 serait déja activé antérieurement a la
synthése d’'immunoglobulines d’aprés les travaux de Gass et al. réalisés in vitro dans une lignée
cellulaire de LB (CH12) (Gass et al., 2002). De plus, XBP1 a été décrit comme un géne agissant en aval
de Blimp-1 dans la cascade de génes maitres de la différenciation plasmocytaire (Shaffer et al., 2004).
Tandis que les LB déficients en XBP1ls se développent normalement et forment des centres
germinatifs aprés activation, ils sont cependant incapables de sécréter des immunoglobulines
(Reimold et al., 2001; Taubenheim et al., 2012). Des travaux ultérieurs ont confirmé que
I’augmentation de XBP1s était antérieure a la synthése d’'immunoglobulines et que I'absence de
synthése d’lg (dans un modéle murin KO pour la chaine lourde des IgM) n’empéchait pas
I'augmentation de I'épissage de XBP1 (Hu et al., 2009). La diminution de la synthese
d’'immunoglobulines en cas de déficit en XBP1s serait en fait liée a une hyperactivation de la fonction
RIDD de IRE1-a qui entraine une dégradation de I’ARNm de la chaine lourde de la forme sécrétée des

IgM (uS) (van Anken et al., 2014; Benhamron et al., 2014).

Des mutations ponctuelles de IRE1-a ont déja été étudiées dans la littérature. Une étude
récente a montré que I'absence de XBP1 dans les LB induisait la phosphorylation de IRE1-a au niveau
du résidu S729. La mutation S729A de cette protéine augmente I'expression de I'ARNm uS dans les
LB et la production d'IlgM chez les souris immunisées, indiquant un réle important de la
phosphorylation du résidu S729 sur la fonction RIDD de la protéine IRE1-a (Tang et al., 2018).
L’activation de la voie IRE1-a/XBP1s dans les plasmocytes en cours de différenciation provoquerait
également la répression spécifique de la voie PERK, montrant que des signaux immunitaires
pouvaient réguler les inducteurs de 'UPR (Ma et al., 2010). L'axe PERK n’est, quant a lui, pas
indispensable a la différenciation plasmocytaire (Gass et al.,, 2008) et XBP1s favoriserait la
différenciation plasmocytaire en antagonisant PERK et en donnant la possibilité a la cellule

d’augmenter en taille et en production (Shaffer et al., 2004).
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IRE1-a est impliqué dans de nombreuses voies de régulation du systeme immunitaire, elle
module la sécrétion de nombreuses cytokines et chimiokines. L’activation de IRE1-a dans les cellules
immunitaires et les cellules stromales peut réguler la sécrétion de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires telles que I'lL-1B et I'lL-6 particulierement, mais aussi I'lL-23, I'IFN-B et le TNF-a
(Junjappa et al., 2018). IRE1-a participe ainsi au processus inflammatoire, potentiellement de fagon
pathologique. Plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans ce processus. En effet, la fonction
kinase de IRE1-a peut recruter TRAF2 et ainsi activer la voie JNK (Urano et al., 2000). Cette voie est
connue pour étre pro-inflammatoire, notamment en stimulant la production d'IL-6. IRE1-a active
également les récepteurs NOD1/2, des récepteurs de l'immunité innée détecteurs de motifs
bactériens qui induisent aussi la libération de I'lL-6 par interaction avec la sérine/thréonine-protéine
kinase 2 (RIPK2) (Keestra-Gounder et al., 2016). De plus, l'activation de IRE1-a déclenche la
phosphorylation d'IkBa kinase (IKK) (l'inhibiteur de NF-kB), ce qui entraine sa dégradation,
I'activation de NF-kB et la libération de TNF-a et d'interleukines pro-inflammatoires (Tam et al.,
2012). Une étude a observé que l'inhibition de IRE1-a a réduit la production d’IL-1B dans un modele
in vitro de cellules épithéliales pulmonaires. Enfin, dans un modéle murin d’athérosclérose, le modele
ApoE déficient, I'inhibition de IRE1-a par le composé 4u8c a réduit la sécrétion d’IFN-y et la réponse
LTh1 en inhibant directement I'activation de |'inflammasome NLRP3 et a ainsi réduit I'inflammation

et la progression de la maladie (Tufanli et al., 2017).

L’'activité RIDD de IRE1-a activerait la production d’IFN de type | via la production de
fragments d’ARN activant la protéine RIG-I (Eckard et al., 2014; Lencer et al., 2015). Mais I'action du
RIDD dégrade aussi miR-17, un micro-ARN qui a pour cible TARNm codant pour TXNIP. Cela entraine
une augmentation de la stabilité de TXNIP, participe a I'activation de I'inflammasome NLRP3 et induit
finalement la production d’IL-1B et d’IL-18. Cette voie de signalisation est impliquée dans des

pathologies inflammatoires et métaboliques variées (Junjappa et al., 2018; Lerner et al., 2012a).

Les voies du RIDD et de XBP1s jouent également un réle dans la présentation antigénique via
le CMH-I par les DC (Osorio et al., 2018). Par exemple, I’ARNm du gene TAPBP est une cible du RIDD
et cette protéine est un composant important des mécanismes de la présentation antigénique. Par
ailleurs, la synthése de XBP1s, induite par IRE1-a, dans les cellules épithéliales des voies respiratoires
augmente la quantité de miRNA-346 (microARN-346), qui lui-méme inhibe la traduction du
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transporteur de peptides antigéniques 1 (TAP1), une protéine impliquée dans |'assemblage des sous-
unités du CMH de classe | et des peptides (Bartoszewski et al., 2011). La réduction de TAP1 affecte la
présentation antigénique liée au CMH-I. IRE1-a affecte donc I'activité des LT CD8*, en modifiant la
présentation des peptides a ces cellules par le CMH-I au cours du processus de lyse cytotoxique

(Junjappa et al., 2018; Osorio et al., 2018).
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11 IRE1-a et pathologies auto-immunes

Le stress du RE a été associé aux manifestations auto-immunes et inflammatoires plusieurs
fois dans la littérature (Figure 33) (Navid and Colbert, 2017), et plusieurs mécanismes pourraient

entrer en jeu.
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Figure 33. Roles possibles du stress du réticulum endoplasmique dans les maladies rhumatismales. Les voies de
signalisation du stress du réticulum endoplasmique (RE) entrainent des conséquences diverses sur les maladies. Sous
chaque maladie rhumatismale, le produit du gene (le cas échéant), le type de cellule affecté et toute conséquence du
stress du RE potentiellement pertinente pour la pathogenése sont énumérés. HERPUD1, homocysteine-responsive ER-
resident ubiquitin-like domain member 1 protein ; Pls, protease inhibitors ; SLE, systemic lupus erythematosus ; TRAPS,
TNF receptor-associated periodic syndrome.

(Navid et al, 2016.)

Le premier mécanisme, dans lequel des protéines mal repliées peuvent générer une réponse
auto-immune, a été observé chez les souris Akita, un modele expérimental du diabéete de type 1,
diabete auto-immun. Une mutation ponctuelle dans le géne de I'insuline (Ins2, C96Y) entraine un

mauvais repliement de la proinsuline, un précurseur de l'insuline, et son accumulation dans les
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cellules B du pancréas, ce qui conduit a l'activation de I'UPR, a l'inflammation et finalement a
I'apoptose des cellules B. L'inhibition de IRE1-a préserve la survie cellulaire et réduit la perte des
cellules B (Ghosh et al., 2014). Dans le cas de la spondylarthrite ankylosante, la protéine HLA-B27 est
susceptible d'étre mal repliée dans certaines formes de la maladie (Figure 34 a). La protéine HLA-B27
anormalement repliée est impliquée dans I'auto-immunité de deux manieres : soit elle est exprimée
a la surface des cellules en tant qu'auto-antigéne, induisant une réponse auto-immune, soit elle
provogue une réponse immunitaire pro-inflammatoire en activant I'UPR intracellulaire (Colbert et
al., 2014; Junjappa et al., 2018). En cas d'UPR prolongée, I'apoptose médiée par IRE1-a pourrait
contribuer également a la réponse auto-immune, car les cellules apoptotiques contenant des auto-

antigénes induiraient la production d'auto-anticorps (Guo et al., 2015; Kuhn et al., 2014)

Un second mécanisme possible serait que la protéine chaperon GRP78 (ou BiP) agirait comme
un auto-antigene (Figure 34 b). L’axe IRE1-a/XBP1s peut contribuer a ce processus en augmentant le
niveau d'expression de GRP78 pendant le stress du RE. Dans le cas de la polyarthrite rhumatoide (PR),
une forte expression de BiP dans la synovie activerait de maniére sélective les LT et participerait aux
dommages tissulaires (Yoo et al., 2012). De maniére intéressante, des auto-anticorps anti-GRP78 ont
été observés chez 30 a 80 % des patients atteints de PR (Corrigall et al., 2001; Navid and Colbert,
2017).

Un troisieme mécanisme consisterait a réguler la présentation des antigenes et a affecter la
fonction des cellules LTh1. Le RE joue un réle trés important dans la présentation antigénique par le
CMH-I. Comme évoqué plus haut, IRE1-a régule la tapasine et la protéine TAP, protéines essentielles
dans les mécanismes de présentation de peptides au CMH-I. Une perturbation de la présentation
antigénique par le CMH-I peut entrainer le développement d'une maladie auto-immune
(Riedhammer and Weissert, 2015). De fagon intéressante, IRE1-a pourrait également étre impliquée
dans la pathogeneése de I'athérosclérose par la production d'IL-18 et d'IL-1B. Les cytokines IL-1p et IL-
18 jouent un réle important dans la polarisation de la réponse LTh-1. L'infiltration de ces LTh-1
producteurs d'IFN-y a été impliquée dans le développement de l'activité auto-immune dans des
modeles murins d'athérosclérose, de sclérose en plaques et de diabéte de type 1 auto-immun (Figure

34 c) (Junjappa et al., 2018; Liu et al., 2019).

Un quatriéeme mécanisme impliquerait une augmentation de I'efficacité de I’'ERAD dans les

cellules autoréactives et ainsi favoriserait leur survie, renforgant la réponse auto-immune (Figure 34
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d). La voie IRE1-a/XBP1s augmente |'expression de plusieurs protéines associées au RE et contribue
au rétablissement de I'homéostasie, améliorant ainsi la survie cellulaire. La suractivation de IRE1-a
et XBP1s régulent a la hausse les genes de I'ERAD et les genes importants pour le repliement des
protéines, comme EDEM1 et la protéine disulfure isomérase-P5, ce qui favoriserait la survie de
cellules autoréactives dans des modeles d’arthrite inflammatoire ou auto-immune. Par exemple,
dans un modeéle murin présentant une surexpression de la synovioline (enzyme participant a la
dégradation des protéines mal repliées dans le RE), une arthropathie avec hyperplasie synoviale se
déclare. A linverse, dans un modele induit d’arthrite (injection de collagéne), la diminution de
I’expression de la synovioline via un modele KO hétérozygote présente un effet protecteur et une
diminution des symptomes. L’hypotheése serait qu’un exces d’élimination des protéines mal repliées
favoriserait la croissance cellulaire des synoviocytes dans les articulations (Gao et al., 2008; Yamasaki

et al., 2005).
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Figure 34. Mécanismes potentiels par lesquels I'UPR pourrait favoriser le développement d’une auto-
immunité. a) Les protéines mal repliées peuvent elles-mémes agir comme des auto-antigénes dans des
modeles murins de spondylarthrite ankylosante et de myosite a inclusions associés au HLA-B27. En
surchargeant I'UPR et en permettant I'accumulation de protéines mal repliées, les cellules peuvent déclencher
une auto-immunité. b) Les genes liés a I'UPR peuvent eux-mémes agir comme des auto-antigenes, comme le
suggere la présence d'auto-anticorps spécifiques de BIP (Binding Immunoglobulin Protein) chez les patients
atteints de polyarthrite rhumatoide et dans un modele murin du syndrome de Sjogren. c) Les voies
défectueuses de I'UPR dans les cellules non immunitaires peuvent encore permettre |'auto-immunité en
surchargeant les mécanismes normaux de tolérance. Cela peut étre le cas au niveau de I'épithélium intestinal,
du systeme nerveux central et de I'endothélium vasculaire, ou il a été démontré que des voies UPR
défectueuses chez la souris participent au développement de colites, d'athérosclérose et d'encéphalomyélite
auto-immune expérimentale (EAE). d) La régulation a la hausse de I'ERAD peut permettre aux cellules
autoréactives d'échapper a I'apoptose médiée par I'UPR ou leur conférer un avantage de survie. Un tel
mécanisme, appelé "hyper-ERAD", a été proposé dans un modéle murin d'arthrite inflammatoire dans lequel
la synovioline (SYVN1) est surexprimée de maniére ubiquitaire.

ATF4, facteur de transcription activateur 4 ; CHOP, protéine homologue de la protéine de liaison
CCAAT/enhancer ; DC, cellule dendritique ; IL-6, interleukine-6 ; IFN, interféron ; Irel, inositol-requiring
transmembrane kinase/endonuclease 1 ; PC, phosphorylcholine ; PERK, pancreatic ER kinase ; XBP1, X-box
binding protein 1.

(Todd, Glimcher et al. 2008)
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12 |IRE1-a et lupus érythémateux systémique

Récemment, plusieurs études ont tenté d'établir un lien entre le stress du RE et la
physiopathologie du LES. HERP, une protéine associée au stress du RE, semble avoir une activité
immunogeéne et activer la production d’auto-anticorps anti-ADNdb chez les patients lupiques. Une
caractérisation par PCR quantitative des geénes liés au stress du RE dans les cellules immunitaires
(PBMCs) de patients atteints de LES a mis en évidence une perturbation des genes de I'UPR avec une
augmentation de I'expression de XBP1 et une baisse de I'expression de CHOP et de IRE1-a (Wang et
al., 2014b). Par ailleurs, I'apoptose des cellules souches mésenchymateuses dérivées de la moelle
osseuse de patients atteints de LES s'est avérée étre médiée par la voie IRE1-a/JNK/Bax alors que le

blocage du stress du RE inhibe I'apoptose de ces cellules chez les patients lupiques (Guo et al., 2015).

Trois publications récentes ont montré que I’axe IRE1-a/XBP1s peut jouer un réle important
dans la physiopathologie du LES et qu’il pourrait représenter une nouvelle cible thérapeutique
d’intérét. Dans un premier article, les auteurs ont utilisé le modéle pristane, un modéle murin de
lupus inductible. Ce modele consiste a injecter par voie intrapéritonéale une dose d’huile minérale
(le pristane) qui induit la lyse cytotoxique des cellules et la libération massive d’auto-antigenes, la
production d’IFN de type | et d’auto-anticorps entrainant ainsi des lésions tissulaires, en particulier
au niveau des reins (Freitas et al., 2017). Les auteurs ont traité les souris malades avec un inhibiteur
de la fonction ribonucléase de IRE1-a, le STF083010, a raison d’une injection deux fois par semaine
pendant 4 mois. Ce traitement a permis de diminuer significativement le nombre de cellules
productrices d’anticorps (CD138*) et I'expression de marqueurs d’activation des LB (BAFF et CD40).
Des réductions de la quantité d’auto-anticorps et des atteintes rénales ont également été observées

dans le groupe traité au STF083010 (Xiang et al., 2020).

Dans une deuxieme étude, les auteurs ont exploré le métabolisme des lipides dans les LB de
patients lupiques et ils ont observé une accumulation de lipides dans les LB corrélée a une activité
accrue de la voie IRE1-a/XBP1s. La suppression de IRE1-a dans le modéle murin spontané de lupus
MRL.Fas'®" diminue la sévérité de la maladie (diminution des auto-anticorps, réduction des atteintes
viscérales) et cette diminution serait liée a une modification du métabolisme lipidique. De maniére

intéressante, les auteurs ont traité les souris MRL.Fas"" & I'aide d’un inhibiteur sélectif de IRE1-a
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(BIO9, (Tang et al., 2014)) et ce traitement a permis de réduire significativement les symptémes

d’atteintes glomérulaires et la production d’auto-anticorps (Zhang et al., 2021).

Une troisieme équipe s’est intéressée a I'homéostasie des neutrophiles chez les patients
lupiques. En effet, les neutrophiles sont connus pour jouer un roOle important dans la
physiopathologie du lupus, notamment via le mécanisme de la NETose, qui correspond a un relargage
de chromatine par les neutrophiles piégeant les pathogénes extracellulaires notamment. Il a été
montré chez les patients atteints de LES que les neutrophiles peuvent étre suractivés et que la NETose
peut contribuer a I'exposition d’auto-antigenes et la production d’auto-anticorps. L'équipe de J.S.
Knight a observé que les neutrophiles activés par le sérum de patients lupiques surexpriment IRE1-a
et que l'activité de IRE1-a est corrélée a I'activité de la maladie (score SLEDAI). De plus, I'inhibition
de IRE1-a permet de limiter la NETose médiée par les complexes immuns. Enfin, le traitement du
modéle murin MRL.Fas™ avec un inhibiteur d’IRE1-a diminue I'expansion des plasmocytes, la
production d’auto-anticorps mais aussi la production de radicaux oxygénés par les neutrophiles

circulants (Sule et al., 2021).

Ces études indiquent que des anomalies de I'axe IRE1-a/XBP1s peuvent contribuer a la
pathogenese du LES et que cette voie pourrait représenter une cible intéressante pour le traitement
de la maladie. Cependant, des travaux supplémentaires doivent étre menés pour mieux apprécier le

role d'IRE1-a dans la pathogenése du LES.
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La thématique globale de mon laboratoire d’accueil s’inscrit dans la recherche de I'étiologie
génétique des maladies auto-immunes et du lupus en particulier. Le LES est une maladie auto-
immune multi-systémique complexe et sévere, hétérogeéne sur le plan clinique et biologique, se
caractérisant par la présence d’auto-anticorps, dont des auto-anticorps anti-nucléaires. L’étiologie
génétique du LES est encore tres mal connue. C'est dans cette optique que mon laboratoire d’accueil
a travaillé en collaboration avec le laboratoire du Dr. F. Rieux-Laucat (Institut Imagine, Paris), dans le

cadre d’un projet ANR (LUMUGENE).

L'équipe du Dr. Rieux-Laucat a identifié dans une famille comportant cing membres
présentant des pathologies auto-immunes et notamment un cas de LES, une mutation hétérozygote
(C1780T, conduisant a la substitution R594C) dans I'exon 15 du géne ERN1 codant pour la protéine
IRE1-a (pour Inositol Requiring Enzyme 1 a). Cette mutation est présente chez quatre des sujets

malades. L'hypotheése d'une transmission autosomale dominante a été retenue.

Comme présenté dans l'introduction, IRE1-a est une protéine transmembranaire du RE,
possédant un domaine luminal senseur du stress du RE et deux domaines effecteurs cytoplasmiques
kinase et ribonucléase. IRE1-a participe a la réponse UPR (pour Unfolded Protein Response ou
réponse aux protéines mal repliées). Cette protéine est importante pour ’homéostasie des cellules
a fortes activités sécrétrices, tels que les plasmocytes sécréteurs d’anticorps. Le stress du RE et I'UPR
ont été associés a de nombreuses pathologies chez I'Homme, tels que des maladies
neurodégénératives, des maladies pulmonaires, des atteintes cardiaques, mais aussi certains
cancers, les diabetes de type 1 et 2, et des maladies inflammatoires. Un role de 'UPR dans les
maladies rhumatismales telles que la polyarthrite rhumatoide a déja été identifié et il est fortement

suspecté dans la sclérodermie et le LES (Junjappa et al., 2018; Navid and Colbert, 2017).

La mutation R594C est située dans le domaine kinase de la protéine IRE1-a (tres homologue
entre ’'Homme et la souris) et des travaux in silico et in vitro réalisés par nos collaborateurs ont

montré un effet délétere sur I'activité kinase et ribonucléase de IRE1-a.

Nous avons donc généré un modele murin porteur de la mutation ponctuelle R594C, de facon
a permettre une meilleure compréhension du role de ce mutant sur le systéme immunitaire et
I’'homéostasie lymphocytaire en particulier et finalement, sur le réle que peuvent jouer IRE1-a et

I’'UPR dans le développement d’une auto-immunité systémique.
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Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la caractérisation de la mutation
R594C et de son impact sur la signalisation médiée par IRE1-a. Nous avons analysé I'activité kinase

et ribonucléase de la protéine dans les lymphocytes murins spléniques.

Dans un deuxieme temps, nous avons analysé I'impact de la mutation sur I’'homéostasie du
systeme immunitaire. Nous avons analysé les populations de cellules des organes lymphoides
primaires et secondaires. Ensuite, nous avons caractérisé I'impact de la mutation sur I’activation des
LB, la différenciation plasmocytaire et la sécrétion d'immunoglobulines. Enfin, nous avons recherché
des manifestations auto-immunes dans le modele murin IRE1-a R594C (recherche d’auto-anticorps

sériques, analyse des reins).

Enfin, dans un troisieme temps, nous avons essayé de caractériser le réle que pourrait jouer
la substitution R594C de IRE1-a dans les mécanismes de tolérance centrale et périphérique. Nous
avons étudié la réponse anticorps a l'injection d’agonistes TLR4 et TLR9, nous avons analysé le
répertoire des chaines lourdes et légeres du BCR et enfin, nous avons croisé notre modéle IRE1-a
R594C avec un modele transgénique 56R, exprimant un BCR autoréactif vis-a-vis de I’ADN, utilisé

pour étudier les mécanismes de tolérance centrale (Sekiguchi et al., 2006).
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1 Validation du modele murin IRE1-a R594C

La mutation C1780T dans le géne Ernl (correspondant a la mutation R594C dans la chaine
protéique de IRE1-a) a été introduite dans le locus Ern1 a l'aide d'une procédure d'édition du génome
par CRISPR (Taconic Biosciences, Allemagne). La construction du gene modifié a reposé sur le
remplacement de la séquence AACCGA (Asparagine-Arginine) codant les acides aminés 593 (N) et
594 (R) par la séquence AATTGC (Asparagine N-Cystéine C). Cette modification engendre également
I'apparition d’un site de restriction Mfel grace a une mutation silencieuse. En résumé, aprés
administration d'hormones, des souris femelles C57BL/6NJ en superovulation ont été accouplées
avec des souris males de la méme souche. Les embryons fécondés au stade unicellulaire ont été
placés dans une goutte de milieu M2 sous huile minérale. Une pipette de micro-injection d'un
diametre interne de 0,5 mm a été utilisée pour injecter la préparation nucléotidique mixte contenant
la protéine Cas9 et I’ARN-guide spécifique dans le pronucléus de chaque embryon. Apreés l'injection,
35 embryons au stade unicellulaire ont été transférés dans I'un des oviductes de femelles NMRI
pseudo-gestantes. Les animaux fondateurs ont été identifiés en analysant la PCR du locus ciblé aprés
digestion par Mfel. Les échantillons PCR des fondateurs ont été sous-clonés et les clones multiples
ont été analysés par séquencage d'ADN pour confirmer la présence de la séquence mutée AATTGC
et exclure la présence de mutations supplémentaires prés de la séquence cible. Un animal fondateur
a ensuite été sélectionné pour une procédure de fécondation in vitro afin de générer des souris
hétérozygotes F1. Les sites hors-cibles potentiels prédits in silico ont été analysés chez les animaux

F1 hétérozygotes en utilisant le séquencage ciblé (Bouis et al., 2019).

Les souris d’intérét (IRE1-a R594C/+, hétérozygotes pour la mutation et IRE1-a R594C/R594C,
homozygotes pour la mutation) sont identifiées par PCR de génotypage (sur biopsie de queue de
souris) a la suite d’une digestion par I'enzyme de restriction Mfel. Dans toutes les expériences, les
souris dites « contréles » sont des souris issues de la méme portée (littermate) que les souris IRE1-a
transgéniques R594C/+ ou R594C/R594C et dont la PCR de génotypage est négative pour la mutation.
A chaque expérience, le génotype des souris a été vérifié une nouvelle fois sur un préléevement d’ADN

post-mortem.
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L’ADN génomique (ADNg) est extrait a partir d’environ 5 mm de biopsie de queue de souris,
grace a l'utilisation d’un kit d’extraction d’ADN (Sigma®). Les biopsies de queues contenues dans des
tubes 1,5 mL sont incubées 10 min a température ambiante (TA) dans un mélange composé de 75 uL
de solution d’extraction (« extraction solution A », Sigma®) et 25 uL de solution de préparation de
tissu (« tissue preparation », Sigma®). Aprés 5 min d’incubation a 95 °C, 100 uL de solution
neutralisante (« neutralization solution B », Sigma®) sont ajoutés a I'ensemble. L’ADN est ensuite

conservé a -20 °C.

Un volume de 23 uL de mix contenant 12,5 plL de Gotaq(r) Green Master Mix, 6,5 uL d’H;0,
1 uL d’amorces (amorce sens et anti-sens fournies par Eurogentec, séquences décrites en Figure 35)
est ajouté a 2 uL de la solution d’ADN extrait de la queue de souris. La PCR est réalisée selon le
programme également présenté en Figure 35. Le produit de PCR est ensuite traité par I'enzyme de
restriction Mfel (10 U/mL, New England Biolabs®) pendant 1 h a 37 °C, puis déposé sur gel d’agarose
(Sigma®) a 1,5 % dans du TAE (pH8 ; 40 mM Tris Acétate; 1 mM EDTA, Sigma®) (migration a 100 V

pendant environ 30 minutes).

95°C | 95°C

5 min 30 sec
72°C 72°C
40sec i 7 min
60 °C
30 sec
35X 12°C

Amorce sens : 5 AGCCATGGAGAAGTGCTGC 3
Amorce anti-sens : 5 AGCTAGACCCACCTCTTGTAGG 3

Figure 35. Représentation schématique du programme de PCR utilisé pour le
génotypage des souris IRE1-a Kl ainsi que la séquence des amorces sens et anti-sens
utilisées pour amplifier le fragment de 599 pb du géne Ern1.
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De fagon a séquencer I’ADN génomique, I’ADN est extrait et amplifié de la méme maniére que
pour le génotypage. Le produit de PCR obtenu est ensuite déposé sur gel d’agarose (Sigma®) a 1 %
dans du TAE. Aprés migration par électrophorése a 100 V pendant 30 minutes, le fragment d’ADN
révélé sur le gel de taille correspondant au transcrit d’intérét est ensuite prélevé (par découpage de
la bande sous UV) et purifié grace au kit QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen®) puis envoyé a

I’entreprise GATC® pour étre séquencé selon la méthode Sanger (GATC Eurofins).

L’extraction des ARN est réalisée grace au kit Nucleospin RNA plus (Macherey-Nagel®) a partir
de culots de 2x10° LB CD43" triés (MATERIEL & METHODES cf.2.3) et stockés a -80 °C. Ce kit permet
de lyser le culot cellulaire et de purifier I’ARN par l'utilisation de colonnes de purification. Une
premiere étape de passage sur colonne suivi de deux lavages va permettre de retirer ’ADN et les
protéines de [|'échantillon. L'ARNm extrait est ensuite dosé a l'aide du NanoDrop2000c
(ThermoScientific®) avant d’étre transformé en ADNc. Les ADNc sont synthétisés a partir d’ARN
extraits grace au kit Maxima First Strand cDNA Synthesis (ThermoScientific®) selon les
recommandations du fabricant. Apres amplification (10 min a 25 °C, 120 min a 37 °C, 5 min a 85 °C),

I’ADNc peut étre utilisé directement ou peut étre conservé a -20 °C.

Les tests de génotypage SNP TagMan de Applied Biosystems (Custom TagMan SNP
Genotyping Assay®) utilisent I'enzyme 5'-nucléase TagMan pour amplifier et détecter des
polymorphismes spécifiques dans des échantillons d'ADN purifié. Chaque test permet le génotypage
pour un seul polymorphisme nucléotidique (SNP) et se compose de deux amorces spécifiques a la
séquence et de deux sondes TagMan minor groove binder (MGB) avec quenchers non fluorescents
(NFQ). Une sonde est marquée avec un colorant VIC pour détecter la séquence de l'allele 1 ; la
seconde sonde est marquée avec un colorant FAM pour détecter la séquence de I'alléle 2 (Tableau

3).
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Le principe de I'essai est le méme que pour une analyse par RT-PCR quantitative en temps
réel. Le taux de cDNA est quantifié par RT-PCR quantitative en temps réel grace a la technologie
TagMan. La réaction d’amplification est réalisée dans des plaques 96 puits (Applied Biosystems®) ou
sont déposés par puits : 4 uL d’ADNc a 2,5 ng/uL, 5 uL de mix TagMan (Applied Biosystems®), 0,25 uL
de chaque sonde et 0,75 pL d’H.0 stérile. La plaque est centrifugée puis placée dans I'appareil
StepOnePlus (Applied Biosystems®). L’amplification est réalisée par le programme suivant : 2 min a
50 °Cet 40 cycles: 5sa 95 °Cet 1 min a 60 °C. L'expression des genes d’intérét est calculée de facon

comparative grace au logiciel StepOnePlus, par rapport au gene de ménage ActB, selon la méthode

des AACt.
Amorce sens TGAGGGCACAATTGTATACAAAGGT
Amorce anti-sens ACTCAGGGAGGATCCTCTTCAC
Sonde alléle sauvage VIC 5’-CCACATCTCGGTTGTCA-3’
Sonde alléle muté FAM 5-ACATCGCAATTGTCA-3’

Tableau 3. Séquences des sondes TagMan® utilisées pour I’analyse de I’expression de I’alléle Ern1 muté dans les LB. En
gras et rouge sont représentés les nucléotides spécifiques de la séquence sauvage et de la séquence mutée.

Les cellules sont récoltées, lavées avec du PBS froid et centrifugées pendant 5 minutes a
1500 rpm. Le culot cellulaire est repris dans du tampon de lyse RIPA (Tris HCl pH8 50 mM, NP-40 1 %,
Na desoxycholate 0,5 %, SDS 0,1 %, NaCl 150 mM) supplémenté d’un cocktail d’inhibiteurs de
protéases et d’inhibiteurs de phosphatases (EasyPack, Roche®). Le tout est incubé 15 minutes sur
glace puis centrifugé 10 minutes a 4 °C a 11000 g. Le surnageant contenant les protéines est récolté,
puis la concentration protéique est dosée par la technique BCA (Thermo Scientific®). Ensuite les
protéines sont ajoutées a un volume de bleu de dép6t 5x (0,6 M Tris HCl pH 6.8, 50 % (v/v) glycérol,
170 mM SDS, 50 mM DTT, bleu de bromophénol), puis les échantillons sont chauffés pendant 5
minutes a 85 °C. Un marqueur de poids moléculaire PageRuler Prestained Protein Ladder
(ThermoFisher Scientific®) ainsi que chaque échantillon sont déposés sur un gel de polyacrylamide a
gradient de 4-15 % (Biorad®). La migration est réalisée a 150 V pendant environ 1h dans un tampon
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de migration (25mM Tris pH 8,3, 192 mM Glycine, 0,1 % (v/v) SDS). Une fois I'électrophorése
terminée, les protéines sont transférées sur une membrane de PVDF ou de nitrocellulose (Biorad®)
par un transfert a 1,3 A pendant 7 minutes (ThermoFisher®). La membrane est ensuite incubée dans
un tampon de saturation (5 % lait, 100 mM Tris-HCI pH 7,2, 50mM NacCl, 0.1 % (v/v) Tween 20) a
température ambiante pendant 1 heure afin de bloquer les sites aspécifiques. La membrane est
ensuite incubée pendant la nuit avec I’anticorps primaire dans le tampon de saturation, puis, aprés
3x5 minutes de lavages dans du tampon TBST (100 mM Tris-HCI pH 7,2, 50 mM NacCl, 0.1 % (v/v)
Tween 20), I'anticorps secondaire couplé a la HRP est ajouté : anticorps de souris anti-chaines légeres
de lapin (CST, 7076S, 1/10000) ou anticorps de chévre anti-IgG de souris (CST, 7074S, 1/20000), selon
I'anticorps primaire. Ce second marquage est réalisé pendant une incubation d’une heure a
température ambiante. Les membranes sont a nouveau lavées dans du TBST pendant 3x5 minutes
puis I'immunoempreinte est révélée grace a une solution d’ECL (Enhanced ChemiLuminescence) (GE
Healthcare) et la lecture est faite grace a I'appareil iBright (Invitrogen). Les anticorps utilisés sont

listés dans le Tableau 4 ci-dessous.

Cible Référence Fournisseur
IRE1-a phosphorylée PA1-16927 (anticorps de lapin, 1gG, ThermoFisher Scientific
(Ser724) polyclonal)
PA5-85738 (anticorps de lapin, 1gG,
polyclonal)
IRE1-a 3294 Cell Signaling Technology
anticorps de lapin, 1gG, polyclonal
JNK1/2 phosphorylée 4468, Clone : 81E11 Cell Signaling Technology
(Thr183/Tyr185) anticorps de lapin, 1gG, monoclonal
JNK2 9258, Clone : 53G8 Cell Signaling Technology
anticorps de lapin, 1gG, monoclonal
B actine sc-47778 HRP, clone C4 Santa Cruz
anticorps monoclonal de lapin, 1gG1 k
monoclonal
GAPDH 3683 Clone : 14C10 Cell Signaling Technology
anticorps de lapin, 1gG couplé a I’'HRP

Tableau 4. Anticorps primaires utilisés en western blot

107



2 Analyse du phénotype des souris IRE1-a R594C

Les organes lymphoides primaires (thymus et MO) et secondaires (rate, ganglions (GG)
inguinaux et axillaires) sont prélevés puis dilacérés et écrasés sur un tamis de 70 um. La totalité des
cellules est récupérée dans du RPMI 1640 puis le culot des splénocytes est repris dans un tampon
composé de NH4Cl et Tris 1M pH 7,6 afin de lyser les globules rouges. Aprés un dernier lavage, les
cellules sont reprises dans du RPMI pour étre comptées au microscope grace a une cellule de
Neubauer, et aprés avoir rajouté du bleu Trypan® (Sigma®) pour éliminer les cellules mortes du

comptage.

2.2.1 Marqueurs membranaires

Le marquage des cellules est réalisé avec des anticorps couplés a des fluorochromes en plaque
96 puits (Nunc), chaque puits contenant 1.10° cellules. Les cellules sont incubées avec différentes
combinaisons d’anticorps anti-souris (parmi lesquels : anti-B220, -CD44, -CD86, -CD19, - CMHII, -CD3,
-CD8, -CD4, -CD21, -CD23, -CD24, -GL7, -IgM, -1gG1, BD Biosciences) couplés a un fluorochrome (FITC,
PE, PECF, PerCp-Cy5.5, PE-Cy7, APC, APC-AF700 ou APC-Cy7), a raison de 100 pL d’anticorps dilués
(les dilutions ont été testées au préalable sur des cellules de souris sauvages). Apres 15 min
d’incubation a 4 °C, la plaque est centrifugée pendant 5 min a 400 g, puis le culot cellulaire est lavé
avec 150 pl de FACS Wash (PBS, BSA 1 %). Les cellules sont ensuite reprises dans 200 pL de FACS
Wash puis sont analysées par le cytométre en flux FACS Gallios (Beckman Coulter®) ou Attune
(ThermoFisher®). Avant le passage au cytomeétre, 200 pL de solution de DAPI 0,01 pg/mL (Sigma®)
sont ajoutés afin de marquer les cellules mortes et permettre de les soustraire de I’analyse. L’analyse
des données a été réalisée grace au logiciel FlowJo 10. L’'ensemble des anticorps utilisés est listé dans

le Tableau 5.

2.2.2 Marqueurs intranucléaires

Aprés un marquage membranaire classique, les cellules sont fixées et perméabilisées avec

100 pL de la solution de fixation du kit « FoxP3 nuclear transcription factor » (BD Biosciences®) durant
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20 minutes a 4 °C. Apres deux lavages avec la solution « permwash », les cellules sont incubées avec
la solution « permwash » additionnée de I’anticorps d’intérét (anti-FoxP3 ou anti-XBP1s, BD
Biosciences®). Les cellules sont a nouveau lavées puis reprises dans 200 pL de tampon FACS Wash.

Les deux références d’anticorps utilisés sont indiquées au bas du Tableau 5.
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Cible Fluorochrome Clone Isotype Reference Fournisseur
Armenian Beckman
CD3e FITC 145-2C11 Hamster 1gG1, 731979
‘ Coulter
Armenian BD
CD3e PeCy7 145-2C11 Hamster 1gG1, 552774 .
‘ Pharmingen
CD4 FITC RMa-q | RatSD1gG2b, 553055 BD
K Pharmingen
Rat (Lewis) Beckman
CD4 PE GK1.5 lgG2b, 733259 Coulter
CD4 APC RM-4-5 | RatDAlIgG2a, | poqn0y BD
K Pharmingen
CD4 AF700 RMa5 | RatDAIBG2a, | ooog0e BD
K Pharmingen
Rat Beckman
CD8a FITC 53-6.7 (Lou/Ws1/M) 732022
Coulter
1gG2a, K
CD8a PE 5367 | rettoulgG2a, | ooqna BD
K Pharmingen
CD8a PE-CF594 53-6/7 | e Lo‘l’('nga' 562315 BD Horizon
CD8a APC 53-67 | atloulgl2a, | goang BD
K Pharmingen
CD11b AF700 M1/70 Rat DAKIgGZb, 557960 BD Bioscience
CD19 FITC 1D3 Rat Lewis 553785 BD
IgG2a, Kk Pharmingen
Rat Lewis BD
CD19 PeCy7 1D3 lgG2a, K 552854 Pharmingen
CD19 APC 1D3 Rat Lewis 550992 BD
1gG2a, K
BD
CD24 AF700 564237 .
Pharmingen
Rat LEW BD
CD25 PE 3C7 lgG2b, K 553075 Pharmingen
CD44 PE IM7 Rat 1gG2b, k 553134 BI?
Pharmingen
BD
CD44 APC IM7 Rat 1gG2b, k 559250 .
Pharmingen
CD45RB FITC 16A Rat 1gG2a, K 553100 Becton
Dickinson
BD
CD45R/B220 PerCP-Cy5.5 RA3-6B2 Rat IgG2a, « 552771 .
Pharmingen
BD
CD45R/B220 PE RA3-6B2 Rat IgG2a, k 553090 .
Pharmingen
BD
CD45R/B220 APC RA3-6B2 Rat IgG2a, 553092 .
Pharmingen
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CD49b FITC DX5 Rat (LEW)IgM, | 553557 BD
K Pharmingen
CDhe2L PerCP-Cy5.5 MEL-14 Rat (F344) 560513 BD Bioscience
1gG2a, K
cD62L PE MEL-14 | RatCDFlgG2a, | 5oqy5, BD
K Pharmingen
Armenian BD
CD69 PE H1.2F3 Hamster 1gG1, 553237 .
Pharmingen
A3
CD86 PE GL1 Rat IgG2a 732211 Beckman
Coulter
CD86 APC RatloulgG2a, | 55g703 BD
K Pharmingen
CD138 PE 2812 | RatCDFIgG2a, | 5oay1y BD
K Pharmingen
CD138 APC 2812 | RatCDFIgG2a, | oogerg BD
K Pharmingen
Ly-6G and C PeCy7 RB6-8C5 Rat 1gG2b, k 565033 BD Bioscience
I-A/I-E AF700 M5/114.15.2 | RatI1gG2b,k 107622 Biolegend
I.g 7\1'7\2'7.\3 Biotine R26-46 Rat IgG2a, K 553433 BI?
light chain Pharmingen
BD
Ig k light chain APC-Cy7 187.1 Rat SD 1gG1, k 559940 Pharmingen
gD FITC 11-262a 02214D Becton
Dickinson
lgG1 FITC Goat 1070-01 Southern
Biotech
Mouse BD
IlgMa Biotine DS-1 C57BL/6 1gG1, 553515 .
« Pharmingen
. Mouse BALB/c Becton
IgM(b) Biotine AF6-78 1gG1, K 553519 Dickinson
. Mouse BALB/c Becton
IgM(b) Biotine AF6-78 1gG1, K 553519 Dickinson
BD
TCRPB APC-Cy7 H57-597 560656 .
Pharmingen
BD
XBP1S AF647 Q3695 Mouse 1gG1, K 562821 .
Pharmingen
FoxP3 APC FJK-16s Rat IgG2a, « 17-5773-80 eBioscience

Tableau 5. Liste des anticorps utilisés en cytométrie en flux.
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Les LB matures naifs de la rate sont triés grace a |'utilisation d’un anticorps anti-CD43 couplé
a des billes magnétiques CD43 (Ly-48) microbeads mouse (Miltenyi Biotec®). Pour cela, les
splénocytes totaux, déplétés des globules rouges, sont incubés 15 minutes avec des billes
magnétiques couplées a I'anticorps anti-CD43, a raison de 10 pl de billes et 90 uL de PBE (PBS, BSA
0.5 %, EDTA 2mM) pour 10.10° cellules pendant 15 min a 4 °C. Aprés un lavage au PBE, les cellules
sont déposées sur une colonne MACS Large Separation (LS), fixée a un aimant (Miltenyi Biotec®). Les
cellules CD43+ marquées par I'anticorps (LT, monocytes, granulocytes, NK, LB B1) sont retenues dans
la colonne grace a I'aimant. Les cellules non marquées (LB matures naifs) sont éluées dans le PBE
dans la premiére fraction. Les cellules sont lavées puis centrifugées. Une efficacité de tri supérieure
a 95 % est généralement obtenue par cette méthode. La vérification sera faite a I'aide d’un marquage

de cytométrie anti-B220 (PECF, BD), anti-CD19 (APC, BD).

Les splénocytes de souris IRE1-a R594C/+ (n = 5) et de souris témoins (n = 5) ont été marqués
avec des anticorps anti CD3-FITC, anti CD4-AF700, anti CD8-PE, anti B220-PE Cy7, anti CD19-APC (BD
Biosciences) et du DAPI (Sigma®) avant le tri positif des lymphocytes T CD3+ CD4+, T CD3+ CD8+, et
des lymphocytes B CD3- B220+ CD19+, vivants (DAPI-), a l'aide d'un trieur de cellules BD FACSAria Il

(IGBMC, Strasbourg, France). Les cellules isolées étaient pures a au moins 97 %.

Les splénocytes totaux ou LB CD43- triés sont repris a une concentration de 2.10° cellules par
mL dans un milieu de culture complet (RPMI 1640® (avec ultraglutamine, BioWhittaker®)) additionné
de 10 % de sérum de veau foetal (Lonza®), 1 % de gentamycine (Lonza®), 1 % d’"HEPES (BioWhittaker,
Lonza®) et 0,1 % de B-mercaptoéthanol (Gibco®). Les cellules sont ensuite réparties dans des plaques
6 puits, 12 puits, 24 puits ou 48 puits (Falcon®) a une concentration finale de 1.10° cellules/mL par
puits, puis sont incubées avec un anticorps anti-IgM (5 pg/mL, anticorps F(ab’)2 de chévre anti-IgM
de souris, Jackson Immunoresearch®) ; du LPS (1 pg/mL ou 10 pg/mL, produit par Salmonella typhosa,
Sigma®) ; une combinaison de LPS de Salmonella typhosa (1 pg/mL, Sigma®) et d’IL-4 (10 ng/mL,
Sigma®); un agoniste du TLR9 (1 pg/mL, ODN2395, Invivogen®) ; un agoniste du TLR7 (1ug/mL, R848,
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Invivogen®) ou du milieu de culture seul. Les cellules sont ensuite incubées a 37°C pour une durée

variable de 24 h, 48 h, 72 h ou 96 h selon les expériences.

Le prélevement est réalisé en ponction sub-mandibulaire (environ 150 pL de sang). Le sérum
est récupéré apres une centrifugation du sang total a 10000 g pendant 10 minutes. Le sérum,
correspondant au surnageant aprés centrifugation, est isolé dans un nouveau tube puis conservé
a -20 °C. Les surnageants de culture sont récupérés apres stimulation in vitro, centrifugés afin de les

débarrasser des cellules, et stockés a -20 °C.

Pour le dosage d’IgM et d’lgG totales, la premiére étape, consistant au coating des 96 puits
de la plaque ELISA (Nunc® Maxisorp) correspond a une incubation de 50 pL d’anticorps anti-lgG
murines (5 pg/mL) ou anti-lgM murines (5 pg/mL) dilués en tampon carbonate/bicarbonate pendant
1 ha37°C. Aprés lavage des plaques au PBS, les puits sont saturés avec 100 puL de PBS BSA 1 % (BSA :
albumine sérique bovine, Euromedex®) pendant 45 min a 37 °C. Des dilutions croissantes
d’échantillons (sérum de souris ou surnageants de culture) et d’lgG ou d’IgM de concentrations
connues, servant de courbe standard, sont réalisées en tampon PBS-Tween 0,1 %, gélatine 1 %.
Cinquante pL de ces dilutions sont déposés par puits puis les plagues sont incubées pendant 1 nuit a
+4 °C. Apreés lavage au PBS-Tween 0,1 % (PBS-T) un anticorps de chévre anti-IgG ou anti-IgM murin
couplé a la péroxydase, dilué au 1/10000e dans du PBS-T, est incubé 1 heure a 37 °C. Les plaques
sont a nouveau lavées au PBS-T puis révélées en ajoutant un des substrats de la péroxydase, 'OPD
(Otho-Phénylene-Diamine, Sigma®), pendant 20 min a température ambiante et a I'abri de la lumiére.
La réaction enzymatique entre la péroxydase et son substrat est arrétée par I'ajout d’'une solution de
H,S04-2N-Sulfite de Na 0,5 %. Enfin, I'labsorbance est mesurée a 492 nm par le lecteur Multiskan FC

(ThermoFisher®). Les taux d’IgG totales et IgM sont calculés a partir des courbes d’étalonnage.

Pour les sous-classes d’IgG, les étapes sont les mémes mais utilisent des anticorps différents :
pour le coating, les anticorps sont utilisés a des concentrations de 2,5 pug/mL pour I'anticorps de

chévre anti-IgG1 de souris, et de 5 pg/mL pour les anticorps de chévre anti-IgG2b et anti-IgG3 de
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souris. Quant aux révélations, elles sont réalisées avec des anticorps de chévre anti-lgG1, -IgG2b ou

-IgG3 de souris, couplés a la péroxydase, dilués respectivement au 1/20000e, 1/15000e et 1/10000e,

dans du PBS-T. Les anticorps utilisés sont listés dans le Tableau 6.

I’'HRP (chévre)

Cible Référence Fournisseur
'gG de souris (courbe 015-000-003 Jackson ImmunoResearch
d’étalonnage)
IgM d,e souris (courbe M-5170 Sigma
d’étalonnage)
Anti-lgG de souris (chévre) 115-006-071 Jackson ImmunoResearch
Anti-lgM de souris (chevre) 115-006-075 Jackson ImmunoResearch
Antl-lg’G de SOU\FIS couplé a 115-035-071 Jackson ImmunoResearch
I’'HRP (chévre)
Anti-lgM i [é 2
nt-lg , de SOU‘FIS couple @ 115-006-075 Jackson ImmunoResearch
I'HRP (chevre)
'gG1 de souris (courbe 0102-01 Southern Biotech
d’étalonnage)
'gG2b de souris (courbe 0104-01 Southern Biotech
d’étalonnage)
'8G3 (?e souris (courbe 1100-01 Southern Biotech
d’étalonnage)
Anti-lgG1 de souris (chevre) 1070-01 Southern Biotech
Anti-lgG2b de souris (chevre) 1090-01 Southern Biotech
Anti-lgG3 de souris (chevre) 1100-01 Southern Biotech
Anu—lngl de sou\ns couplé 3 1070-05 Southern Biotech
I’'HRP (chevre)
Antl—IgG'Zb de SOEmS couplé a 1090-05 Southern Biotech
I’'HRP (chevre)
Anti-IgG3 de souris couplé 3 1100-05 Southern Biotech

Tableau 6. Anticorps utilisés lors des tests ELISA.
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3 Immunisation des souris IRE1-a R594C

Du LPS de Salmonella typhimurium (Sigma®) dilué dans du PBS a été injecté a des souris agées
de 6 a 12 mois en IP a raison de 50 pg par souris a JO, et 25 ug aux J7 et J14. Des souris contréles ont
été injectées avec du PBS. Un prélevement sanguin a été effectué avant chaque injection ainsi qu’au

jour 28. Les souris ont été euthanasiées au jour 28.

Du CpG DNA (ODN 2395, tcgtcgttttcggegegegecg, Invivogen) dilué dans du PBS a été injecté a
des souris agées de 6 a 12 mois en IP a raison de 40 ug par souris tous les 2 jours pendant 14 jours.
Des souris controles ont été injectées avec du PBS seul. Un prélévement sanguin a été effectué avant
le début du traitement puis une fois par semaine jusqu’au sacrifice, 6 semaines apres la premiere

injection.

4 Analyse des sighes auto-immuns

4.1.1 ELISA anti-ADNdb

Pour la détection des auto-anticorps anti-ADN double brin (db), le coating est réalisé avec
50 puL d’ADN de thymus de veau (Calf Thymus DNA, 100 ng/mL ; D4764, Sigma®) dilué dans un tampon
constitué de Tris HCl 50 mM et d’EDTA 10 mM a pH 7,5 pendant 1 heure a 37 °C. Une étape de
digestion avant I'étape de saturation a la BSA est nécessaire pour dégrader I’ADN simple brin (sb).
Pour cela, une solution contenant la S1 nucléase (0,001 U/uL ; Promega®) diluée en Tampon Na
acétate (50 mM Na Acétate, 50 mM NacCl, 1 mM ZnS0O4, 5 % Glycerol, pH 4,5) est incubée pendant 1
heure a 37 °C, puis la plaque est lavée plusieurs fois au PBS. Les dernieres étapes de dépot des
échantillons et de révélation sont réalisées dans les mémes conditions qu’en 2.7, excepté le fait que

les échantillons sont incubés sur la nuit a température ambiante.

115



4.1.2 ELISA anti-ADNsb

Pour la détection des auto-anticorps anti-ADNsb, le coating est réalisé avec 50 pL d’ADNsb de
thymus de veau (Calf Thymus DNA, 100ng/mL ; D8899, Sigma®) dilué dans un tampon constitué de
Tris HCI 50 mM et d’EDTA 10 mM a pH 7,5 pendant 1 heure a 37 °C. Puis les étapes suivantes de
saturation, de dépot des échantillons et de révélation sont réalisées dans les mémes conditions qu’en

2.7., excepté le fait que les échantillons sont incubés sur la nuit a température ambiante.

4.1.3 ELISA IgM FR

Pour la détection des auto-anticorps de type facteurs rhumatoides (anti-Fc des I1gG) de classe
IgM, le coating est réalisé avec 50 pL d’IgG a 50 pug/mL (015 000 003, Jackson Immunoresearch) dilué
dans du tampon carbonate/bicarbonate (cf. 2.7) pendant 1 heure a 37 °C. Puis les étapes suivantes
de saturation, de dépot des échantillons et de révélation sont réalisées dans les mémes conditions

gu’en 2.7., excepté le fait que les échantillons sont incubés 4 heures a 37 °C.

4.1.4 ELISA anti-nucléosome

Pour la détection des auto-anticorps anti-nucléosome, le coating est réalisé avec 50 uL de
nucléosomes natifs purifiés a 50 pg/mL dilué dans du tampon PBS pendant 1 heure a 37 °C. Puis les
étapes suivantes de saturation, dép6t des échantillons et de révélation sont réalisées dans les mémes
conditions qu’en 2.7, excepté le fait que les échantillons sont incubés 4 heures a 37 °C. Ce protocole
est issu d’'une publication du laboratoire et la solution mére de nucléosomes natifs purifiés a été

produite au laboratoire (Gies et al., 2017a).

Le sérum des souris a été prélevé par ponction sub-mandibulaire. Le sérum est récupéré a la
suite d’une centrifugation du sang total a 10000 rpm pendant 10 minutes. Le sérum, correspondant
au surnageant apres centrifugation, est isolé dans un nouveau tube puis conservé a -80 °C. Ces
sérums ont été envoyés au laboratoire du département d’immunologie et de médecine interne
(Texas South Western Medical Center, Dallas, USA) ou les échantillons ont été analysés selon la

technique de puce a antigéne développée sur place (Zhu et al., 2015).
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4.3.1 Histologie conventionnelle

Les reins sont prélevés et placés dans du para-formaldéhyde 4 % pour étre fixés. Apres
passage dans différents bains de concentration croissante d’alcool afin de les déshydrater, les reins
sont imprégnés de paraffine et sont inclus dans un bloc de paraffine. Des coupes de 4 um sont ensuite
faites a partir de ces blocs. Apres déparaffinage et réhydratation, les coupes sont colorées a
I’hnématoxyline/éosine. Elles ont été réalisés au service d’anatomo-pathologie de I'hopital de
Hautepierre (Strasbourg). L’observation des lames a été réalisée par le Dr. Jér6me Olagne au service

d’anatomo-pathologie de I’'h6pital de Hautepierre.

4.3.2 Immunohistochimie

Les reins sont prélevés et placés dans des moules remplis de Tissue-Tek et congelés
rapidement dans du 2-méthyl-butane refroidi a -60 °C/-70 °C grace a de I'azote liquide. Des coupes
de 5 um sont réalisées au cryostat puis fixées a I'acétone. Ces coupes sont ensuite marquées avec
des anticorps spécifiques couplés a un fluorochrome et observées au microscope a fluorescence. Les
échantillons ont été analysés par un anatomo-pathologiste, le Dr. Jérome Olagne du service
d’anatomo-pathologie de I’'hopital de Hautepierre (Strasbourg). Les anticorps utilisés pour marqués

les dépots dans les reins sont indiqués ci-dessous (Tableau 7).

Cible — Fluorochrome Référence
IgG-FITC (V) Jackson 115-095-164
IgM-FITC (W) Jackson 115-095-020

IgG1 —FITC (A) Jackson 115-095-205
IlgG2a—FITC Jackson 115-095-206
IgG3 - FITC Jackson 115-095-209
C3-FITC MPbio 085500
Clg-FITC ThermoFisher MA1-40313

Tableau 7. Liste des anticorps utilisés pour les marquages d’immunohistochimie des reins.
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5 Impact de la mutation IRE1-a R594C sur 'UPR

Les splénocytes totaux ou LB CD43- triés sont repris a une concentration de 2.10° cellules par
mL dans un milieu de culture complet (RPMI 1640°® (avec ultraglutamine, BioWhittaker) additionné
de 10 % de sérum de veau foetal (Lonza), 1 % de gentamycine (Lonza), 1 % d’HEPES (BioWhittaker,
Lonza) et 0,1 % de B-mercaptoéthanol (Gibco). Les cellules sont ensuite réparties dans des plaques
6 puits, 12 puits, 24 puits ou 48 puits (Falcon) a une concentration finale de 1.10° cellules/mL par
puits, puis sont incubées avec du LPS (10 pg/mL, produit par Salmonella typhosa, Sigma®) ; une
combinaison de LPS de Salmonella typhosa (10 pg/mL, Sigma®) et de thapsigargine (0,5 uM, Tocris®),
une combinaison de LPS de Salmonella typhosa (10 pg/mL, Sigma®) et de tunicamycine (1 uM,
Tocris®) ou du milieu de culture seul. Les cellules sont ensuite incubées a 37 °C pour une durée

variable de 16 h, 24 h ou 48 h selon les expériences.

Le taux de cDNA est quantifié par RT-PCR quantitative en temps réel grace a la technologie
TagMan®. La réaction d’amplification est réalisée dans des plagues 96 puits (Applied Biosystems®)
ol sont déposés par puits : 4uL d’ADNc a 2,5 ng/uL, 5uL de mix TagMan (Applied Biosystems®), 0,25
uL de sonde et 0,75 pL d’H,0 stérile. La plaque est centrifugée puis placée dans I'appareil StepOnePlus
(Applied Biosystems®). L'amplification est réalisée par le programme suivant : 2 min a 50 °C et 40
cycles: 15 s a 95 °C et 1 min a 60 °C. L'expression des genes d’intérét (Tableau 8) est calculée de
facon comparative grace au logiciel StepOnePlus, par rapport au géne de ménage ActB, selon la

méthode des AACt.

Cible Référence (TagMan®)

Chop MmO01135937 g1l

Atf6 Mm01135937 gl
ActB (Actine Béta) Mm02619580 g1

Tableau 8. Génes d’intérét analysés par technique de RT-qPCR TagMan® et références des sondes.
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La réaction d’amplification est réalisée dans des plaques 96 puits (Applied Biosystems).

Quatre pL soit 10 ng de cDNA (a 2,5 ng/uL) ainsi que 12,5 puL de mix SYBR® Green Rox FAST MasterMix,

1 puL d’amorces sens et anti-sens a 10 pg/mL (Eurogentec®), et 6,5 puL H20 sont déposés dans chaque

puits. La réaction est réalisée dans le thermocycleur (StepOne Plus, Applied Biosystem®) selon le

programme suivant : 10 min a 95 °C puis 40 cycles : 15 sa 95 °C, 1 min a 60 °C. L’expression des genes

d’intérét étudiés (Tableau 9) est calculée de facon comparative au géne de ménage Actb, selon la

méthode des AACt.

Geénes cibles Amorces (Fw : sens / Rv : anti-sens)
Tapbp (tapasine) FW : ACCATTCCCAGGAACTCAAA
RV : GAGAAGAAGGCTGTTGTTCTGG
Ergic 3 FW : GTTCAAGAAACGACTAGACAAGGA
RV : ACCTCGACTTTCCCAAGCTC
Itgh2 FW : AACGAGATCACCGAGTCTGG
RV : CAGGCCTTCTCCTTGTTGG
Edem1 FW : GCTACGACAACTACATGGCTC
RV : GACTTGGACGGTGGAATCTTT
e FW : GAGGATACCACTCCCAACAGACC
RV : AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
Dnasejb9 FW : CTTAGGTGTGCCAAAGTCTGC
RV : GGCATCCGAGAGTGTTTCATA
P58ipk FW : GTGGCATCCAGATAATTTCCAG
RV : GAGTTCCAACTTCTGTGGAAGG
Gapdh FW : GGTGTGAACGGATTTGGCCGTATTG
RV : CCGTTGAATTTGCCGTGAGTGGAGT
Actb FW : ATGAGCTGCCTGACGGCCAGGTCATC
RV : TGGTACCACCAGACAGCACTGTGTTG

Tableau 9. Génes cibles d’intérét analysés par RT-qPCR (SYBR®) et séquences des amorces
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6 Marqguage des LB autoréactifs anti-nucléosomes

Le protocole de marquage des nucléosomes natifs a été développé au laboratoire par Vincent
Gies et publié en 2017 (Gies et al., 2017a). Succinctement, 200 puL de nucléosomes natifs ont été
mélangés doucement avec 250 pL de tampon (10 mM Tris-HCI, 0,7 mM EDTA, 3,6 M NaCl). Un exces
molaire de 5 fois d'AlexaFluor488 C5-maléimide (Molecular Probes) a été ajouté et le mélange a été
incubé pendant 3 heures dans I'obscurité, a température ambiante. Aprés cela, la solution a été
dialysée (3,5 kDa MWCO) dans I'obscurité a 4 °C contre 500 mL de solution contenant 10 mM de Tris-
HClI, 0,7 mM d'EDTA et des concentrations décroissantes de NaCl : 2 M pendant 2 heures, 1,5 M
pendant 12 heures, 1 M pendant 24 heures, 0,75 M pendant 12 heures, 0,5 M pendant 24 heures,
0,4 M pendant 12 heures et une derniere dialyse avec un nouveau MWCO (20 kDa MWCO) contre
0,4 M de NaCl pendant 12 heures. La concentration d'ADN a été mesurée et l'intégrité des
nucléosomes vérifiée apres migration sur gel d’agarose, et sur un gel de polyacrylamide aprés
dénaturation dans un tampon SDS dénaturant (0,06 M Tris-HCI, pH 6,8, 2 % (v/v) SDS, 5 % (v/v) B-
mercaptoethanol, 25 % (v/v) glycérol et 0,01 % (v/v) bleu de bromophénol). Les échantillons ont été

conservés a -20 °C.

Un million de cellules ont été resuspendues dans 50 uL de tampon PBE. Un volume de 50 pL
de nucléosomes marqués (2 pg d'ADN/mL) a été ajouté et incubé pendant 20 min dans |'obscurité a
4 °C. Les cellules ont été lavées deux fois dans du PBE puis marquées avec les anticorps classiques

tels que décrit précédemment (2.2.1).
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7 Séquencage de ’ARN (RNAseq)

L'ARN total des lymphocytes B, lymphocytes T CD4* et T CD8" triés par cytométrie en flux a
été extrait a l'aide du kit RNeasy Plus Micro (Qiagen) selon les instructions du fabricant. Les analyses
RNAseq ont été réalisées par la plateforme Genomax (INSERM U1109, ImmunoRhumatologie
Moléculaire, Université de Strasbourg, France). Les librairies ont été préparées a partir de 10 ng
d'ARN a l'aide du kit SMARTer Stranded Total RNA-Seq, Pico Input Mammalian (Takara) en suivant
les instructions du fabricant. En résumé, des amorces aléatoires ont été utilisées pour la synthese du
premier brin, et 'ADNc ribosomal a été clivé par ZapR V.2 en présence de sondes R mammaliennes
V.2. Les bibliotheques ont été regroupées et séquencées sur un NextSeq500 selon les instructions du
fabricant (lllumina). Pour chaque échantillon, un controle de qualité a été effectué et évalué avec le
Core Tools FastQC. Les lectures ont été alignées sur le génome de référence Mus musculus a |'aide
du logiciel TopHat 2 Aligner et les niveaux d'expression des genes ont été estimés a I'aide du logiciel
Cufflinks V.2.1.1.31 L'analyse de l'expression différentielle a été réalisée avec le logiciel Cuffdiff

V.2.1.1 apres exclusion des valeurs de fragments par million de kilobases (fpkm) inférieures a 9.

L'analyse GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) ou analyse d'enrichissement des ensembles
de génes (également appelée analyse d'enrichissement fonctionnel ou analyse d'enrichissement des
voies) est une méthode permettant d'identifier des classes de génes ou de protéines qui sont
surreprésentées dans un grand ensemble de génes ou de protéines, et qui peuvent avoir une
association avec des processus cellulaires, des voies de signalisation ou des phénotypes de maladies.
La méthode utilise des approches statistiques pour identifier les groupes de genes significativement
enrichis ou appauvris. Le logiciel GSEA Software (UC San Diego, Broad Institute) a été utilisé afin de
réaliser I'analyse selon les recommandations fournies par les développeurs en comparant les valeurs

de fpkm de chaque groupe d’échantillons (échantillons R594C/+ versus échantillons +/+).

121



8 Séquencage des genes V, D et

Les cellules CD138+ de la moelle osseuse de 5 souris +/+ et 5 souris R594C/R594C ont été
triées a I'aide du kit « EasySep Mouse CD138 positive Selection », selon les recommandations du
fabricant (StemCell). Les cellules CD138+ ont été lysées et ’ADN a été extrait grace au kit QlAamp
DNA micro kit (Qiagen). Le test immunoSEQ utilise une PCR multiplex (en utilisant des amorces
spécifiques a un segment de gene) suivie d'un séquencage de nouvelle génération afin de permettre
I'identification des séquences CDR3 des loci de récepteurs d'antigénes recombinés. Les échantillons
d’ADN purifiés ont été envoyés aux installations d'Adaptive Biotechnologies (Seattle, Washington,
Etats-Unis) conformément a leurs instructions. Nous avons utilisé le logiciel en ligne immunoSEQ

pour l'extraction et I'analyse des données.

9 Analyses statistiques

Excepté pour I'analyse des données du RNAseq réalisée selon les recommandations décrites
précédemment (cf. MATERIEL & METHODES 7), les analyses statistiques ont été réalisées grace au
logiciel GraphPad Prism 8.0 avec des tests non-paramétriques bilatéraux. Le test de Mann-Whitney
est appliqué lorsque I’analyse concerne des échantillons indépendants. Une valeur de p < 0,05 est

considérée comme statistiquement significative.
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1 Génération du modeéle murin IRE1-a R594C

Ce projet de theése a consisté a développer un nouveau modele de souris transgénique sur
fond C57BL/6, et portant la mutation IRE1-a R594C a I'état hétérozygote (qui sera nommée R594C/+)
et homozygote (qui sera nommée R594C/R594C). Ce modele a été produit par la technologie

CRISPR/Cas9 par I'entreprise Taconic® (cf MATERIELS ET METHODES 1.1)

Afin de confirmer aisément par génotypage la présence de I'allele muté chez la souris IRE1-a
R594C/+, une stratégie faisant apparaitre un site de restriction Mfel grace a une mutation silencieuse
(surle codon 593) a été choisie (Figure 36 A). Une analyse par PCR a été faite sur de I’ADN génomique
(ADNg) purifié a partir d’'une biopsie de queue de souris. Nous utilisons pour cela deux amorces qui
vont s’hybrider en amont et en aval des sites de mutation. Aprés digestion du produit de PCR par
I’enzyme Mfel, on obtient en théorie deux fragments de 189 pb et 410 pb pour 'allele muté, au lieu
de 599pb pour l'allele sauvage. Nous obtenons, comme attendu, trois bandes, respectivement de
599 pb, 410 pb et 189 pb aprées migration sur gel d’agarose, pour I’ADN des souris Kl hétérozygotes
(IRE1-a R594C/+). Une seule bande de 599 pb est présente chez les souris contréles sauvages (+/+).
Comme attendu, deux bandes de 410 pb et 189 pb sont présentes chez les souris homozygotes pour
la mutation R594C d’IRE1-a (R594C/R594C) (Figure 36 B). La présence du site de restriction est donc

confirmée dans I’ADN génomique des souris portant la mutation R594C.

Afin de vérifier I'insertion correcte des mutations dans le génome des souris R594C, nous
avons séquencé (technique Sanger) le produit de PCR obtenu a partir d’une extraction d’ADNg de LB
CD43neg (LB naifs) purifiés a partie de la rate de 3 souris +/+ et de 3 souris R594C/+. Le résultat
présenté sous forme d’histogramme (Figure 36 C) a confirmé le remplacement de la séquence
AACCGA (Asparagine-Arginine) codant les acides aminés 593 et 594 par la séquence AATTGC
(Asparagine-Cystéine). Les histogrammes (doubles pics) montrent le caractére hétérozygote de la

mutation. Nous avons ainsi confirmé la présence des mutations ponctuelles.
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Mouse genomic locus
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Figure 36. Stratégie de production du modéle murin et validation de la mutation. A) Introduction de la mutation
R594C dans I'exon 15 du gene Ernl et d’une mutation ponctuelle silencieuse permettant I'apparition d’un site de
restriction pour I'enzyme Mfel. B) Résultats de la PCR d’amplification d’un fragment du gene Ernl entourant les
mutations, aprés digestion par I'enzyme Mfel puis migration sur gel d’agarose. On observe les 3 bandes a 599, 410 et
189 pb. Les deux bandes les plus petites correspondent a la digestion de I'alléle muté, possédant le site de restriction
Mfel. La bande la plus haute correspond a I'allele sauvage, ne portant pas le site de restriction Mfel. C) Visualisation
de la mutation hétérozygote Ern1 C1780T (correspondant a la substitution R594C) et des mutations introduites pour
I’ajout d’un site de restriction Mfel, par séquengage Sanger de '’ADN génomique d’une souris contréle (gauche) et
R594C/+ (droite).

1.2 Mise en évidence de |'expression de |'allele muté de IRE1-a

L'expression de I'alléle muté a été évaluée par la technique de RT-gPCR associée a la détection

des SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) développée par TagMan®. Succinctement, une premiere

sonde couplée avec un fluorochrome VIC est spécifique de I'allele muté, une deuxiéme sonde est

spécifique de I'allele sauvage et est couplée avec un fluorochrome FAM. La mesure différentielle de
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I’émission de fluorescence des deux sondes permet de déterminer la quantité d’ARNm spécifique de

chaque alléle extraite des LB et rétrotranscrite en ADNc (Gaedigk et al., 2015).

D’apres la Figure 37, I'allele muté est bien exprimé a la fois dans les cellules hétérozygotes et
homozygotes. D’aprés les valeurs de RFU (Relative Fluorescence Units), les expressions de |'allele
sauvage et de I'allele muté sont équivalentes dans les cellules hétérozygotes. L’allele muté est bien
exprimé dans les cellules homozygotes et hétérozygotes et la présence de la mutation n’influence

donc pas I’expression de I’ARNm codant pour IRE1-a.
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Figure 37. Quantification de I'alléle sauvage et de I'allele muté (donnant la mutation R594C) par technologie TagMan®
(Custom TagMan Genotyping Assay) de Ern1 (1780C>T). Les lignes en pointillés correspondent a la moitié de la différence
de valeur de fluorescence relative entre I’allele muté et I'alléle sauvage.
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1.3 Expression protéique d’IRE1-a

Afin de vérifier si la mutation du géne Ernl affecte ou non I'expression de la protéine,
I'expression protéique de IRE1-a a été évaluée par la technique du western blot a I'aide d’un
anticorps commercial (Cell Signaling Technology). D’apres la Figure 38, I'expression de IRE1-a est
similaire dans les splénocytes totaux des souris R594C/R594C, R594C/+ et +/+. Ainsi, la mutation

R594C n’affecte pas I’expression totale de IRE1-a.
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Figure 38. Mise en évidence de I'expression d’IRE1-a par western blot dans les splénocytes de souris (IRE1-a
R594C/R594C, R594C/+ ou +/+) ou dans des cellules contréles, aprés migration des protéines sur un gel de
polyacrylamide, et révélation par un anticorps anti-IRE1-a. A) Expérience 1, lysats de splénocytes de souris +/+
et de souris R594C/+ comparés a un lysat LB-EBV contréle et un lysat LB-EBV IRE1-a KO. B) Expérience 2, lysats de
splénocytes de souris +/+, de souris R594C/+ et de souris R594C/R594C. L'intensité du signal a été quantifiée et
normalisée par rapport a I'expression de la chaine B de 'actine et n’a pas montré de différence entre les 2
populations de souris. (B EBV contréle : lymphocytes B humains immortalisés ; B EBV IRE1-a KO : lymphocytes B
humains modifiés par CRISPR/Cas9, KO pour IRE1-a). L’anticorps 14C10 réagit avec la protéine murine et la
protéine humaine d’apres le fournisseur (Cell Signaling Technology).
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2 Caractérisation de la fonction de la protéine IRE1-a
mutée

L'un des premiers objectifs de ce travail était d’analyser I'impact de la mutation R594C sur la

fonction de la protéine IRE1-a.

2.1.1 Mesure de I’expression de la protéine XBP1s par cytométrie en flux dans
les LB

La principale fonction de la protéine IRE1-a activée est I'épissage non conventionnel de
I’ARNm du gene Xbpl. 'ARNm épissé de Xbpl code pour une protéine XBP1s qui est un facteur de
transcription actif permettant la réponse au stress du RE et a I’laccumulation de protéines mal repliées
dans le RE (Han et al., 2009; Hetz et al., 2020). XPB1s est également un facteur de transcription
important dans la différenciation plasmocytaire et 'homéostasie des LB (Shaffer et al., 2004; Todd et
al., 2009). Nous avons donc analysé par cytométrie en flux I'expression de XBP1s dans les LB des
souris R594C homozygotes et hétérozygotes et nous I'avons comparé a des souris controles.
L'expression de XBP1s a été analysée apres stimulation des LB a I'aide d’un agoniste du TLR4 (LPS,
S.Typhosa, Sigma®) a la concentration de 20 pg/mL pendant 48 h, puis induction d’un stress du RE a
I'aide de la thapsigargine (2,5 uM, Tocris®). La thapsigargine est un bloqueur de SERCA, un canal
calcique du RE. Le blocage du canal calcique modifie I’équilibre ionique dans le RE et a pour effet de
perturber le repliement des protéines, et donc provoque I'accumulation de protéines mal repliées
dans la lumiere du RE et ainsi I’activation de I'UPR. Ce protocole a été décrit précédemment dans un

article publié en 2018 (Tang et al., 2018).
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Nous avons pu observer que I’expression de XBP1s est diminuée dans les LB des souris

R594C/R594C par rapport aux souris contrdles dans le cas d’un stress du RE apreés activation, et que

la baisse d’expression de XBP1s dans les LB des souris R594C/+ est intermédiaire (Figure 39).
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Figure 39. Analyse de I'expression de XBP1s dans les LB par cytométrie en flux. A) Exemples de marquage de XBP1s dans
les LB CD43- triés (cellules vivantes, DAPI') par cytométrie en flux. B) Pourcentage de cellules XBP1s positives parmi les LB
CD43- triés des souris +/+ (colonnes noires, n = 16), R594C/+ (colonnes rouges, n = 14), R594C/R594C (colonnes vertes,
n= 7). NS (non stimulés, 48 h), LPS (20 ug/mL, 48 h) et LPS + thapsigargine (Tg) (20 ug/mL LPS, 48 h suivies de 16 h
d’incubation avec la thapsigargine, 2,5 uM) (Moyenne + SEM ; Statistiques : Test de Mann & Whitney ; ** : p < 0.01, *** .

p < 0.001)
Ces résultats suggerent que I'épissage de XBP1s par IRE1-a est perturbé dans les LB des souris

porteuses de la mutation, de maniére dose-dépendante. La fonction ribonucléase de la protéine est

donc impactée par cette mutation localisée dans le domaine kinase (rappel de la structure d’IRE1-a

en Figure 40).

_ Luminal .
IRE1-ct SP Domain Kinase KEN
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Figure 40. Structure schématique de la protéine IRE1-a et localisation de la mutation R594C. La mutation R594C est
située dans le domaine kinase de la protéine. SP (Séquence Peptide Signal), TM (domaine transmembranaire), KEN
(domaine endoribonucléasique), les domaines de liaison (linker) sont représentés en violet.
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2.1.2 Mesure de I’expression de la protéine XBP1s par cytométrie en flux dans
les LT

Le role de XBP1s est bien décrit dans les LB et ces cellules sont des acteurs majeurs de la
physiopathologie du lupus puisque ce sont les cellules productrices des auto-anticorps. Cependant,
les LT sont également des acteurs essentiels du systeme immunitaire et de la physiopathologie du
lupus (Sudrez-Fueyo et al., 2016). De plus, IRE1-a joue un réle important dans l'activation et la
polarisation des LT, notamment les LTh2 et LTh17 (Junjappa et al., 2018). Nous avons donc décidé
d’étudier I'expression de XBP1s dans les LT CD4* et CD8* a I'aide de la méme technique que
précédemment, en stimulant les LT a I'aide d’un cocktail d’anticorps anti-CD3/anti-CD28 (5 ug/mL,
BD Biosciences) pendant 48 h puis en induisant un stress du RE par ajout de la thapsigargine (2,5 uM,
Tocris) pendant 16 h (Figure 41 A). De la méme maniére que dans les LB, nous avons pu observer une
diminution de la quantité de XBP1s par cytométrie en flux dans les LT CD4* et CD8* des souris mutées
homozygotes et une expression intermédiaire dans les LT des souris hétérozygotes (Figure 41 B et
C). La diminution de synthése de XBP1s dans les cellules porteuses de la mutation IRE1-a R594C est

donc également observable dans les LT.
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Figure 41. Analyse de I’expression de XBP1s dans les LT CD4* et CD8* par cytométrie en flux. A) Exemples de marquage
de XBP1s dans les cellules CD4+ vivantes (DAPI’) par cytométrie en flux, NS (non stimulés, 48h), @CD3-@CD28 (5 pg/mL,

48 h) et @CD3-@CD28 + thapsigargine (Tg) (5 pg/mL @CD3-@CD28, 48 h suivies de 16 h d’incubation avec la
thapsigargine, 2,5 uM). B) Pourcentage de cellules XBP1s positives parmi les LT CD4*. C) Pourcentage de cellules XBP1s
positives parmi les LT CD8". Souris +/+ (colonnes noires, n = 6), R594C/+ (colonnes rouges, n =5), R594C/R594C (colonnes

vertes, n =5). (Moyenne + SEM ; Statistiques : Test de Mann & Whitney ; ** : p < 0,01, *** : p < 0,001).
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2.1.3 Mesure de I'épissage de XBP1s

Afin d’évaluer plus précisément I'impact du mutant R594C sur la fonction ribonucléasique de
la protéine IRE1-a, nous avons quantifié la quantité d’ARNm de XBP1 non épissé (XBP1u) et de XBP1
épissé (XBP1s) a I'aide d’amorces spécifiques des deux transcrits. Dans les mémes conditions de
stimulation que précédemment, nous avons observé une diminution du ratio XBP1s/XBP1u dans
les LB de souris mutantes, de maniére dose-dépendante. Ceci conforte I'hypothése d’'une mutation
perte de fonction (Figure 42). Il est intéressant de noter que la diminution du ratio est déja
statistiqguement significative dans le cas des cellules homozygotes non stimulées et aprés une

stimulation a I'aide d’un agoniste TLR4 (LPS) seul.
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Figure 42. Diminution de I'épissage de XBP1 dans les LB purifiés de souris IRE1-a KI/+ aprés induction d’un stress du
réticulum endoplasmique. Apres stimulation, les ARN ont été extraits, rétrotranscrits en ADNc, et I'expression de Xbp1u
et Xbp1ls a été quantifiée a I'aide de la technique de qPCR SYBR®. Cette expression a été normalisée par rapport a celle
du géne Actb (codant la chaine B de I'actine), en utilisant les LB non stimulés comme échantillons de référence. NS (non
stimulés, 48 h), LPS (20 pg/mL, 48 h) et LPS + thapsigargine (Tg) (20 pg/mL LPS, 48 h suivies de 16 h d’incubation avec la
thapsigargine, 2,5 uM). Souris +/+ (points noirs, n = 7), R594C/+ (points rouges, n = 5), R594C/R594C (points verts, n = 5).
(Chaque point représente une souris. Moyenne + SEM ; Statistiques : Test de Mann & Whitney ; * p < 0,05, ** p < 0,01,
*#* p <0,001)
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2.1.4 Mesure de I'expression des génes cibles de XBP1s

Nous avons mesuré I'expression de certains genes cibles de XBP1s dans les LB afin d’évaluer
les conséquences directes de la baisse d’épissage de XBP1 sur les genes régulés par ce facteur de
transcription. Les génes cibles choisis sont deux molécules chaperonnes (DNAJB9 et p58IPK),
importantes dans la réponse au stress du RE avec pour role d’augmenter la capacité de repliement
des protéines du RE (Park et al., 2021). La troisieme cible est I'lL-6, une cytokine importante dans les
processus inflammatoires et auto-immuns (dans la PR notamment) (Kang et al., 2020). D’apres la
Figure 43, la baisse des génes cibles de XBP1s est bien associée a la baisse de I'épissage de XBP1, la

mutation R594C entraine donc une diminution de la réponse XBP1s dans les LB stimulés.
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Figure 43. Mesure de I'expression des génes cibles de XBP1s. L'expression des génes XBP1s, DNAJBY, p58IPK et
116 a été quantifiée par RT-qPCR SYBR Green dans des LB triés CD43neg spléniques en conditions non stimulés
(unstim), stimulés pendant 48 h avec du LPS (20 ug/mL, 48 h) et une combinaison de LPS + thapsigargine (Tg) (LPS,
20 pg/mL, 48h et thapsigargine, 2,5 uM, 6 h). Souris +/+ (barres noires, n = 7), R594C/+ (barres rouges, n = 5),
R594C/R594C (barres vertes, n = 5). (Moyenne + SEM ; Statistiques : Test de Mann & Whitney; * p < 0,05,
**p<0,01).
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2.1.5 Regulated IRE1-Dependant Decay (Fonction RIDD)

Si la principale cible de IRE1-a décrite dans la littérature est la forme non épissée de ’ARNm
de XBP1, son domaine ribonucléasique peut également dégrader de nombreux ARNm. Cette
fonction, décrite plus récemment, se nomme le RIDD (Regulated IRE1-Dependent Decay) (Maurel et
al., 2014). La fonction du RIDD est importante dans les cellules immunitaires, bien qu’il reste encore
a décrire son role exact dans ’homéostasie cellulaire. D’aprés les travaux de van Anken (van Anken
et al., 2014), I'absence de ’ARNm de XBP1 entrainerait mécaniquement une augmentation du RIDD
car la protéine IRE1-a tendrait dans ce cas a suractiver sa fonction ribonucléase afin de répondre au
stress du RE. Une des cibles du RIDD est ’ARNm de la chaine sécrétée des IgM, le géne uS; ainsi,
d’aprés les auteurs de I'étude, I'absence de XBP1 entraine la dégradation de 'ARNm pS et donc
diminue donc la sécrétion d’IgM. Les autres genes cibles choisis (/tgb2, Tapbp, Ergic3) ont été bien
décrits dans la littérature (Hollien et al., 2009; Tang et al., 2018). De maniere intéressante, I'impact
de la mutation R594C d’IRE1-a semble moins clair sur la fonction RIDD. D’aprés la Figure 44,
I'expression des génes Tapbp et Ergic3 est diminuée dans les LB R594C/R594C lors d’un stress du
RE, suggérant une activation du RIDD. A l'inverse, I’expression de Itgh2 et de uS est augmentée

allant dans le sens d’une diminution de I'activité RIDD.
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Figure 44. Mesure de I'expression des genes cibles du RIDD. L’expression des genes Tapbp, Itgb2, Ergic3 et uS a été
évaluée par RT-qPCR SYBR Green dans des LB triés CD43neg spléniques en conditions non stimulés (unstim), stimulés
pendant 48h avec du LPS (20 pug/mL, 48 h) et une combinaison de LPS+Tg (LPS, 20 ug/mL, 48 h et thapsigargine, 2,5 uM,6 h).
Souris +/+ (barres noires, n=7), R594C/+ (barres rouges, n = 5), R594C/R594C (barres vertes, n = 5). (Moyenne + SEM ;
Statistiques : Test de Mann & Whitney ; * p < 0,05, ** p < 0,01).
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2.2 Analyse de la fonction kinase de IRE1-a

2.2.1 Phosphorylation de IRE1-a

Nous avons voulu tester I'impact de la mutation R594C sur la fonction kinase de la protéine
IRE1-a. Nous avons utilisé la technique du western blot sur des LB triés stimulés ou non par du LPS,
pour détecter la phosphorylation de la protéine. D’aprés la Figure 45 représentant des résultats
préliminaires, la phosphorylation de IRE1-a ne semble pas affectée par la présence de la mutation
R594C. Cependant, de nouvelles expériences sont en cours de réalisation pour confirmer ces
résultats. L’anticorps anti-IRE1-a phosphorylé (référence : PA1-16927) a été en rupture de stock chez
notre fournisseur. Nous avons réalisé des tests avec une deuxiéme référence (référence : PA5-

105424) malheureusement peu concluants pour l'instant.
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Figure 45. Analyse de la phosphorylation de IRE1-a dans les LB portant la mutation R594C. La phosphorylation de IRE1-a
a été mesurée par western blot dans des LB triés CD43neg spléniques en conditions non stimulés (NS) et stimulés pendant
72 h avec du LPS (20 pg/mL, 48 h). La concentration des protéines a été normalisée par rapport a I'expression de la
chaine  de I'actine (B-actin).

2.2.2 Activation de la voie INK

La fonction kinase de IRE1-a est capable d’activer la voie JNK. Cette activation passe par le
recrutement de TRAF2 par le domaine kinase d’IRE1-a, puis par l'activation de la cascade de
signalisation ASK1/JNK (Urano et al., 2000). Nous avons testé par western blot I'état de
phosphorylation de JNK aprés stimulation des LB porteurs de la mutation R594C par le LPS ou
traitement par la tunicamycine (un antibiotique inhibant I'enzyme GIcNAc phosphotransférase et
donc la N-glycosylation des protéines, induisant un stress du RE par accumulation de protéines). Nous

avons montré que la présence de la mutation ne semble pas affecter la phosphorylation de JNK
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(Figure 46). Ces résultats restent préliminaires et des analyses plus complétes sont en cours de

réalisation.
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Figure 46. Analyse de la phosphorylation de JNK induite par IRE1-a dans des LB spléniques. La phosphorylation de JNK a
été évaluée par la technique du Western-Blot sur des triés CD43- aprés stimulation au LPS (10 pg/mL, 1 h) et a la
tunicamycine (Tu, inducteur du stress du réticulum endoplasmique, 1 pg/mL, 1 h). La concentration des protéines a été
normalisée par rapport a I'expression de la chaine 3 de I'actine (B-actin).

2.3 Impact du mutant R594C sur I'expression des genes CHOP et
ATF6

Afin de déterminer I'impact de la mutation IRE1-a R594C sur les deux autres voies de 'UPR
gue sont ATF6 et PERK, nous avons mesuré par RT-qPCR d’une part I'expression du gene Atf6, et
d’autre part I'expression de Chop, principal géne régulé par PERK et dont la fonction est notamment
d’activer les voies de I'apoptose en cas de stress prolongé (Harding et al., 2000). D’apreés la Figure
47, I'expression des génes Chop et Atf6 n’est pas modifiée par la présence de la mutation IRE1-a

R594C.
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Figure 47. Mesure de I'expression de Chop et Atf6 dans les LB CD43- triés de souris +/+ (barres noires, n = 4), de
souris R594C/+ (barres rouges, n = 2) et de souris R594C/R594C (barres vertes, n = 5). Conditions de stimulation :
NS (48 h non stimulés) LPS (48 h LPS 20 pg/mL) et LPS+Tg (48 h LPS 20 pg/mL + 16 h thapsigargine 2,5 uM).
L'expression a été calculée par la technique des AACt en utilisant un échantillon +/+ de référence pour chaque
condition de stimulation (Moyenne + SEM).
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3 Analyse transcriptomique des souris R594C/+

Nous avons réalisé une analyse transcriptomique des LB, des LT CD4* et des LT CD8" issus de
souris porteuses de la mutation R594C hétérozygote agées de 10 a 12 mois, et triés par cytométrie
en flux. L'analyse du transcriptome de souris R594C/+ et sa comparaison a celui des souris +/+
présente |'avantage de rechercher des voies biologiques qui pourraient étre modifiées (activées ou
inhibées) dans les LB ou les LT sans a priori. Nous avons choisi les souris agées de 10 a 12 mois
correspondant a I'age des souris présentant des traits de phénotype tels que la production
d’auto-anticorps (voir partie RESULTATS 5.2). Cette analyse ayant été réalisée au début de la thése,

les souris homozygotes pour la mutation n’étaient pas encore disponibles.

L’analyse statistique globale du transcriptome a été globalement décevante. Seuls trois genes
ont été retrouvés statistiquement sous-exprimés dans les LT CD4* (Col1a2, Itga5 et Acp2), et deux
génes ont été retrouvés sur-exprimés dans les LT CD8* des souris hétérozygotes (Rbmi4 et
Gm45471). Enfin, un seul géne est sous-exprimé de facon significative dans les LB des souris
hétérozygotes (Gm8274). Il est a noter que Gm45471 et Gm8274 sont des pseudogénes qui ne codent
pas pour des protéines fonctionnelles. Le Tableau 10 ci-dessous résume les genes différentiellement

exprimés entre les LB, les LT CD4* et les LT CD8* des souris hétérozygotes et des souris sauvages.

Cellules analysées | Geénes différentiellement exprimés Fonction

Col1a2

Log2 (Fold-change) = -5,984700721 Code pour la chaine alpha 2 du collagene

valeur-p = 0,041570432 de type 1.
Itgas
LT CD4* Log2 (Fold-change) = -2,244422731 Code pour I'intégrine alpha-5.
valeur-p = 0,014936812
Acp2

Code pour la Phosphatase acide de type 2

Log2 (Fold-change) = -1,038471989
lysosomal.

valeur-p = 0,0297926
Rbm14
Log2 (Fold-change) = 1,456749846
valeur-p = 0,017717245

Code pour une protéine de liaison a I’ARN
(RNA-binding protein 14).

+
LT CD8 Gm45471
Log2 (Fold-change) = 5,228462713 Pseudogéne
valeur-p = 0,039278831
Gm8274
LB Log2 (Fold-change) = -6,210246143 Pseudogéne

valeur-p = 0,022903821
Tableau 10. Génes différentiellement exprimés dans les lymphocytes des souris R594C/+ par rapport aux souris +/+
(n =5 souris par groupe). Les génes en rouge sont surexprimés dans les cellules R594C/+ et les génes en bleu sont sous-
exprimés.
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Malgré ces résultats décevants, une analyse GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) a tout de
méme été réalisée sur 'ensemble des résultats du transcriptome. Plusieurs signatures de genes sont
retrouvées sous-exprimées dans les LB, les LT CD4* et les LT CD8* de souris R594C/+ par rapport aux
souris +/+ avec un seuil statistique du FDR de 5 % (FDR : False Discovery Rate). Bien que ces résultats
soient a mettre en regard du faible nombre de génes individuellement dérégulés dans les cellules
immunitaires des souris IRE1-a R594C et sont donc sujets a caution, il est intéressant de noter que
les signatures sous-exprimées de facon significative sont en majorité des voies de signalisation
associées au stress du RE et a la réponse UPR. En effet, la phosphorylation oxydative et la production
de ROS (Reactive Oxygen Species ou dérivés réactifs de I'oxygéne) sont diminuées dans les LB (Figure
48) et les LT (Figure 49 A et B). Il a été montré que I'’environnement tumoral favorisait I’activation de
IRE1-a dans les LT et les macrophages infiltrant la tumeur afin de contrdler leur activation et de
favoriser la polarisation en M2, et ainsi d’inhiber la réponse immunitaire anti-tumorale (Jiang et al.,
2021; Song et al., 2018). Une signature de la voie Myc est également sous-exprimée dans les LT CD4
et les LT CD8 (Figure 49 A et B). c-Myc est régulée positivement par IRE1-a dans les cellules NK dont
le métabolisme est proche des LT, afin de permettre la prolifération des NK activées (Dong et al.,
2019). Ces résultats suggerent donc une diminution des voies de signalisation régulées par IRE1-a
dans les cellules porteuses de la mutation R594C. Dans les LT CD8*, des voies pro-inflammatoires
telles que la voie de l'interferon-a, la voie mTOR ainsi que la voie du TNF-a sont sous-exprimées
(Figure 49 B). Il a été démontré que I'épissage de XBP1 induit par IRE1-a en réponse a |'activation du
TLR est crucial pour la production de cytokines, car une déficience de XBP1 spécifique aux
macrophages entrave la production d’IL-6, de TNF-a et d'interféron-B (Grootjans et al., 2016;
Martinon et al., 2010). De plus, dans les LT CD8*, la voie UPR est sous-régulée de fagon significative
(Figure 49 B); ce résultat confirme bien I'hypothése d’'une mutation perte de fonction. Il est
cependant a noter que cette diminution des genes de la voie de 'UPR n’est pas retrouvée dans les

LB et LT CD4"*.
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HALLMARK_OXIDATIVE PHOSPHORYLATION 193 -0.44 -1.96 0,001

HALLMARK_DNA_REPAIR 143 -0.42 -1.78 0,002

HALLMARK_MYC_TARGETS_V2 54 -0.49 -1.78 0,002

HALLMARK_MYC TARGETS_V1 179 -0.39 -1.74 0,003

HALLMARK_P53_PATHWAY 188 -0.36 -1.62 0,009

HALLMARK_FATTY_ACID_METABOLISM 155 -0.36 -1.57 0,014

Figure 48. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) des données de RNAseq sur la population de LB (B220*1gM*) des souris
R594C/+ vs. +/+.
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Figure 49. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) des données de RNAseq sur la population de A) LT CD4* et B) LT
CD8* des souris R594C/+ versus +/+.
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4 Etude phénotypique du modéle IRE1-a R594C 3 I'état
basal

Afin d’évaluer les conséquences de I'expression de la mutation R594C dans les cellules
immunitaires des souris IRE1-a R594C, a savoir sur le développement et le phénotype de ces cellules
dans les organes lymphoides, nous avons procédé a I'immunophénotypage des souris portant la
mutation R594C (hétérozygote et homozygote) d’IRE1-a, par rapport aux souris contréles +/+.
L'analyse incluait la répartition des sous-populations lymphocytaires dans les organes lymphoides,
I’état d’activation des LB et la production d'immunoglobulines dans le sérum. Ceci a été réalisé sur
des souris agées de 9 a 12 mois, correspondant a I’dge d’apparition des symptdmes auto-immuns

dans les modéles murins de lupus connus dans la littérature (Perry et al., 2011b).

Les organes lymphoides primaires (MO et thymus) et secondaires (rate et ganglions (GG)) ont
été prélevés et leurs cellules ont été comptées puis analysées par cytométrie en flux aprés marquage
avec différentes combinaisons d’anticorps, afin de déterminer les proportions des sous-populations

lymphocytaires B et T d’une part, et d’évaluer le niveau d’activation de ces cellules d’autre part.

4.1.1 Répartition des cellules immunitaires dans les organes lymphoides

primaires

Les tableaux présentés en Figure 50 et Figure 51 ne montrent pas de différences
statistiquement significatives entre les pourcentages de répartition des sous-populations
lymphocytaires B et T dans les organes lymphoides primaires (moelle osseuse pour les LB et thymus
pour les LT) et le nombre absolu de cellules totales et des sous-populations (thymus) entre les souris
IRE1-a R594C homozygotes, hétérozygotes et contrbles a I’dge de 9-12 mois. Le prélevement de la
moelle osseuse a partir des fémurs pouvant étre variable selon les expériences, nous ne tenons pas

compte des nombres absolus de cellules de la moelle osseuse.

Ainsi, I'expression de IREl-a R594C n’affecte pas le développement des LB, ni le

développement des LT, dans les organes lymphoides primaires respectifs.
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+/+ R594C/+ R594C/R594C

N=5 N=5 N=4
THYMUS Moyenne Moyenne Moyenne
+ SEM + SEM + SEM
T?XVI’Q:)S x10° | 122,8 + 26,7|1230+ 23,4 |1259 + 16,2
% 796 + 143(823 + 3,1 |80,1 + 20,7
DP
x10° | 92,4 * 10,5(102,6 + 21,4 |103,2 + 134
% 84 * 2170 % 0491 £ 24
CcD3*cD4*
x10° 98 + 1281 + 14 |94 + 11
% 34 + 0924 + 0129 =+ 08
CcD3*cD8”
x10° | 41 + 09|29 + 06 (33 + 04

Figure 50. Répartition des populations de LT doubles positifs (DP) et simples positifs (CD4+ ou CD8+) dans le thymus
des souris +/+, R594C/+ et R594C/R594C. Les cellules immunitaires de souris R594C/+ et R594C/R594C ont été analysées
par cytométrie en flux en comparaison avec des souris +/+. Les nombres absolus ainsi que les pourcentages rapportés a
la population cellulaire totale sont reportés. Les sous-populations définies en cytométrie en flux par différents marqueurs
de surface sont les suivantes : LT CD4 simple positif (CD3*CD4"*), LT CD8 simple positif (CD3*CD8*), DP : LT doubles positifs
(CD3*CD4*CD8*).

+/+ R594C/+ R594C/R594C

Moelle n=10 n=10 n=10

Moyenne Moyenne Moyenne

osseuse + SEM + SEM + SEM
Immature (%) 32 + 07121 + 04|51 + 0,7
Mature (%) 4,4 + 09|66 + 2132 + 04
Pro-PreB (%) 57 + 141|145 + 05|89 + 13
Progéniteur (%) 599 + 4,2|657 + 651|623 + 6,2
Plasmocyte (%) 46 + 0838 + 0769 + 1,0

Figure 51. Répartition des populations de LB dans la moelle osseuse des souris +/+, R594C/+ et R594C/R594C. Les
nombres absolus des cellules médullaires ne sont pas reportés car la méthode de prélevement des fémurs et de
I'isolement des cellules ne permet pas un préléevement parfaitement homogéne entre les souris. Les sous-populations
définies en cytométrie en flux par différents marqueurs de surface sont les suivantes : pro-preB (B220*IgM"), immature
(B220™IgM*), mature (B220"&"igM*), progéniteur (CD24*B2207IgM"), plasmocyte (CD19°CD138*).

145



4.1.2 Répartition des cellules immunitaires dans les organes lymphoides
secondaires

La rate et les ganglions lymphatiques (axiaux et inguinaux) ont été dilacérés et les populations
de cellules immunitaires ont été analysées par cytométrie en flux. Une légére diminution du
pourcentage des LT CD4 et CD8 naifs a pu étre observée dans la rate et les ganglions (Figure 52 B,
C et D et Figure 53). Cette diminution est associée a une augmentation statistiquement non
significative du pourcentage de LB matures (B220+IgM+) mais sans modification des proportions des
différentes sous-populations de LB (Figure 52 A). Le ratio des pourcentages de LT/LB dans la rate
des souris porteuses de la mutation R594C diminue de maniére significative (Figure 52 E). Cette
diminution du ratio LT/LB a déja été associée a une rupture de tolérance dans un modeéle de gain de

fonction du récepteur TLR7, associée au développement d’un LES (Brown et al., 2022).
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Figure 52. Diminution du nombre et de la fréquence des LT CD4+ et CD8+ naifs dans la rate des souris R594C/R594C.
A) Répartition des populations de LB et B) de LT dans la rate. C) Fréquence et D) Nombre absolu des sous-populations
de LT CD4" et LT CD8+ dans la rate. E) Ratio LT/LB dans la rate. Les cellules immunitaires ont été analysées par
cytométrie en flux en comparaison avec des souris +/+. Les nombres absolus ainsi que les pourcentages rapportés a
la population cellulaire totale sont reportés. Les sous-populations définies en cytométrie en flux par différents
marqueurs de surface sont les suivantes : LT CD4* (CD3+CD4+), LT CD8+ (CD3+CD8+), T1 (transitionnels 1) (IgM+CD23-
CD21-), T2 (transitionnels 2) (IgM+CD23+CD21high), Mz (LB de la zone marginale, IgM+CD23-CD21high) et Fo
(folliculaires, IgM+CD23+CD21low), PB (plasmablastes, B220low CD138+). Souris +/+ (barres et points noirs, n > 15),
R594C/+ (barres et points rouges, n > 15), R594C/R594C (barres et points verts, n > 10). (Chaque point représente
une souris. Moyenne + SEM ; Statistiques : Test de Mann & Whitney ; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001).
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+/+ R594C/+ R594C/R594C
Ganglions n>15 n>10 n>10
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+SEM +SEM + SEM
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8 % 27,3 + 2,7 34,3 + 3,8 33,1 + 4,0
(B220'IgM*)
X108 1,7 + 0,3 1,4 + 0,2 1,9 + 0,5
% 27,1 + 1,9 | 242% + 1,6 24,1* + 1,0
CD3'CD4"
X10° 1,6 £ 0,2 1,0 £ 0,1 1,4 £ 0,2
% 25,2 + 1,8 | 209* + 1,7 | 19,5* + 1,9
CD3'CD8"
X10° 1,5 £ 0,2 0,9 + 0,1 1,2 £ 0,3
% 21,5 + 3,7 22,1 + 42 | 16,4** + 54
CD4"* Naifs
X106 1,3 + 0,2 1,0 + 0,3 1,0 + 0,2
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CD4" Eff.
Mem X10° 0,3 + 0,0 0,2 + 0,0 0,2 + 0,0
% of CD4*[ 17,0 + 1,8 10,4 * 1,2 15,6 t 14
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CD8' Cent. X10° . . .
Mem 0,3 H 0,1 0,2 + 0,0 0,1 H 0,0
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Figure 53. Répartition des populations de LB et de LT dans les ganglions lymphatiques (inguinaux et axiaux). Les
cellules immunitaires ont été analysées par cytométrie en flux en comparaison avec des souris +/+. Les nombres
absolus ainsi que les pourcentages rapportés a la population cellulaire totale sont reportés. Les sous-populations
définies en cytométrie en flux par différents marqueurs de surface sont les suivantes : LT CD4+ (CD3+CD4+), LT
CD8+ (CD3+CD8+), LB (B220+IgM+), PB (plasmablastes, B220low CD138+). (Moyenne + SEM ; Statistiques : Test de
Mann & Whitney ; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001).
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4.1.3 Répartition des cellules immunitaires présentes dans le péritoine

Nous avons analysé les populations de LB retrouvées dans le péritoine des souris. Les LB
péritonéaux peuvent avoir une origine splénique (B2) ou une origine foetale (B1). Les LB de sous-type
B1 sont une source naturelle de production d’auto-anticorps dit naturels et participent a une
premiere ligne de défense vis-a-vis des pathogenes. Toutefois, aucune différence statistiquement
significative n’a été observée dans les populations de cellules immunitaires analysées dans le

péritoine (Figure 54).

+/+ R594C/+ R594C/R594C
n=5 n=5 n=4
PERITOINE Moyenne Moyenne Moyenne
+ SEM + SEM + SEM
Cellules
totales x1¢® | 108 t 26 | 103 2 2,2 5,8 + 1,7
% 26,8 + 3,7 33,4 + 7,6 25,4 + 2,3
B-1
x10° 3,0 + 0,8 3,1 e 0,6 1,4 * 0,3
% 2,1 + 0,3 2,0 + 0,5 1,9 + 0,3
B-1a x10° 0,2 + 0,1 0,2 t 0,0 0,1 t 0,0
%B-1
zens 7.8 + 1,1 5,9 : 0,3 7,3 + 1,0
% 24,3 + 3,4 30,7 + 6,6 23,2 + 2,2
B-1b x10° 2,7 + 0,7 2,9 + 0,5 1,2 + 0,3
%B-1
92,2 + 1,1 94,1 + 0,3 92,7 + 1,0
cells
% 48,0 + 3,3 43,3 + 6,0 45,8 * 5,8
B2
X10° 5,1 + 1,2 4,8 + 1,4 2,9 + 1,1
% 11,8 + 1,8 9,9 + 2,0 13,2 + 1,4
LT
x10° 1,4 + 0,6 1,0 + 0,3 0,7 + 0,1

Figure 54. Répartition des populations de LB dans le péritoine. Les cellules immunitaires ont été analysées par
cytométrie en flux en comparaison avec des souris +/+. Les nombres absolus ainsi que les pourcentages rapportés a la
population cellulaire totale sont reportés. Les sous-populations définies en cytométrie en flux par différents marqueurs
de surface sont les suivantes : B-1a (IgMhighCD5+B220low), B-1b (IgMhigh CD5- B220low), B-2 (B220+IgM+CD5-) et LT
(B220-1gM-CD5high). (Moyenne + SEM)
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4.1.4 Age-associated B cell

Les ABCs (Age-associated B cells) ont un phénotype et une signature transcriptionnelle
uniques, et leur formation et leur activation dépendent des signaux TLR7 ou TLR9 dans un contexte
LTh1. La plupart d'entre elles sont des LB mémoires, qui apparaissent au cours des réponses aux
infections microbiennes et jouent un réle clé dans la clairance et le contréle des pathogenes. Leur
prévalence croissante avec l'dge contribue a plusieurs caractéristiques bien établies de
I'immunosénescence, notamment la réduction de la genese des LB et |'atténuation des réponses
immunitaires. Ces cellules sont augmentées dans les maladies auto-immunes et inflammatoires et
joueraient un role dans la production d’auto-anticorps (Cancro, 2020). Nous avons donc mesuré la
fréquence des cellules ABCs dans la rate des souris IRE1-a R594C homozygotes et hétérozygotes

(Figure 55 A), mais n’avons pas observé de modification de la population de cellules ABCs (Figure

55 B).
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Figure 55. La fréquence des cellules ABC n’est pas modifiée dans la rate des souris R594C/+ et R594C/R594C. A)
Stratégie d’analyse des cellules ABC dans la rate par cytométrie en flux. B) Fréquence de la population de cellules ABC
(CD11c+) parmiles LB (B220+CD19+) DN (CD21°CD23). Les cellules immunitaires ont été analysées par cytométrie en flux
en comparaison avec des souris +/+. Souris +/+ (points noirs, n = 3), R594C/+ (points rouges, n = 3), R594C/R594C (points
verts, n = 3). (Chaque point représente une souris. Moyenne + SEM)
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Afin d’évaluer les conséquences de I'expression de IRE1-a R594C a I’état basal sur I’activation
des LB, nous avons analysé par cytométrie en flux I'expression des marqueurs d’activation CD86 et
CMH de classe Il (CMHII) a la surface des LB de la rate ex vivo. La mutation IRE1-a R594C ne modifie

pas I’état basal d’activation des LB (Figure 56).
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Figure 56. La présence de la mutation IRE1-a R594C n’induit pas de modification de I’activation basale des LB
spléniques. Le ratio de MFI est représenté par la MFl de chaque souris rapportée a la MFI moyenne des souris
contrdles. Souris +/+ (barres noires, n = 6), R594C/+ (barres rouges, n = 6), R594C/R594C (barres vertes, n = 5).
(Moyenne + SEM)

Nous avons ensuite voulu évaluer I'impact de I'expression du mutant IRE1-a R594C sur la
production d’anticorps in vivo. Pour cela, nous avons dosé les immunoglobulines (IgM, I1gG totales,
IgG1, 1gG2b et 1gG3) dans le sérum des souris agées de 9 mois et plus, par la technique ELISA. La
présence de la mutation R594C n’impacte pas la production sérique d’immunoglobulines IgM et
I1gG, ni chez les souris hétérozygotes, ni chez les souris homozygotes. De plus, les concentrations
d’IgG1, d’IgG2b et d’IgG3 sont similaires dans le sérum des trois populations de souris (Figure 57).
Ainsi, la présence de la mutation ne semble pas impacter la production d’lg et la commutation de

classe.
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Figure 57. La mutation IRE1-a R594C n’impacte pas la production d’anticorps. Dosage des IgM, des IgG totales et des
sous-classes 1gG1, 1gG2b et 1gG3 par ELISA dans le sérum des souris IRE1-a +/+ (points noirs, n > 7), R594C/+ (points

rouges, n > 5) et R594C/R594C (points verts, n > 5) dgées de 9 mois et plus. (Chaque point représente une souris. Moyenne
+ SEM)

4.4 Etude in vitro du phénotype des LB porteurs de la mutation
IRE1-a0 R594C

4.4.1 Activation des LB in vitro

Nous avons évalué la capacité d’activation in vitro des LB spléniques porteurs de la mutation,
a I'aide de différents stimuli, pendant 48 h : 1) le LPS (ligand du TLR4), 2) le R848 (ligand du TLR7), et
3) le CpG (ligand du TLR9). L’activation des LB a été évaluée en mesurant I'expression des marqueurs
CD86 et CMHII par cytométrie en flux. D’apres la Figure 58, la mutation IRE1-a R594C ne semble pas

influer sur I’activation des LB in vitro via ces différents TLR.
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Figure 58. La présence de la mutation IRE1-a R594C ne modifie pas I'activation des LB in vitro. Représentation graphique
des moyennes d’intensité de fluorescence de CD86 (A) et du CMH-II (B) sur les LB (B220+CD19+). Les cellules immunitaires
ont été analysées par cytométrie en flux en comparaison avec des souris +/+ aprés 3 jours de cultures non stimulées (NS),
stimulées avec du LPS (TLR4, 1 pg/mL), du R848 (TLR7, 0,5 pug/mL) et du CpG-DNA (TLR9, 1 ug/mL). Souris +/+ (points
noirs, n = 3), R594C/+ (points rouges, n = 4), R594C/R594C (points verts, n = 3) (Chaque point représente une souris.
Moyenne + SEM)

4.4.2 Prolifération des LB activés in vitro

Nous avons évalué la capacité des LB a proliférer in vitro apres activation via différents
stimuli : le LPS (ligand du TLR4) et une combinaison de LPS et d’IL-4 pendant une durée de 5 et 7 jours.
La prolifération a été évaluée a I'aide d’'un marquage au CFSE. D’apres la Figure 59, la prolifération

des LB n’est pas affectée par la présence de la mutation R594C.
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Figure 59. La mutation IRE1-a n"affecte pas la prolifération des LB. A) Stratégie d’analyse de la prolifération des
cellules a I'aide d’'un marquage CFSE. B) Pourcentage de cellules ayant proliféré aprés 5 et 7 jours de stimulations
au LPS (1 pg/mL) avec ou sans IL-4 (10 ng/mL). Souris +/+ (barres noires, n = 4), R594C/+ (barres rouges, n = 4),
R594C/R594C (barres vertes, n = 4). (Moyenne + SEM).

154



4.4.3 Différenciation plasmocytaire in vitro

Il a été montré dans la littérature que I'axe IRE1-a/XBP1s joue un rdle important dans la
différenciation plasmocytaire et la production d’immunoglobulines (van Anken et al., 2014;
Benhamron et al., 2014). Nous avons également décrit une baisse de I'épissage de XBP1 observé dans
le cas d’une activation par le LPS et d’un stress du RE dans notre modele IRE1-a R594C (Figure 39),
bien que la production in vivo d'immunoglobulines ne semble pas affectée (Figure 57). Nous avons
donc décidé d’évaluer la différenciation plasmocytaire in vitro (Figure 60 A et B) ainsi que la
production d’'immunoglobulines en réponse a différents stimuli (Figure 61 et Figure 62) tels que : 1)
le LPS (ligand du TLR4), 2) une combinaison du LPS et de I'lL-4 (condition mimant I'aide d’un LT pour
activer la différenciation plasmocytaire), et 3) le CpG (ligand du TLR9), pendant une durée allant de
3 a 7 jours de stimulation. D’aprés la Figure 60 B, il est intéressant de noter que la différenciation
plasmocytaire est affectée de fagon significative dans les LB porteurs de la mutation homozygote,
apreés 7 jours de stimulation pour la condition LPS+IL-4 (Figure 60). Cette tendance n’est pas

observable a 3 et 5 jours de stimulation.
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Figure 60. La mutation R594C affecte la différenciation plasmocytaire in vitro au bout de 7 jours de
stimulation. (A) Exemple de stratégie de marquage des cellules CD138+ (ici, a 7 jours de stimulation avec
une combinaison de LPS et d’IL-4) et (B) Représentation graphique des pourcentages moyens de cellules
CD138+. Les cellules CD19+/CD138+ ont été marquées et analysées par cytométrie en flux en
comparaison avec des souris +/+. Conditions de stimulation : NS (milieu de culture), LPS 1 pg/mL, LPS
(1 ug/mL) + IL-4 (10 ng/mL). Souris +/+ (barres noires, n=7), R594C/+ (barres rouges, n=7), R594C/R594C
(barres vertes, n=5). (Moyenne + SEM ; Statistiques : Test de Mann & Whitney ; * p < 0,05).

155



4.4.4 Production d’‘immunoglobulines in vitro

A la suite des résultats obtenus précédemment, nous avons mesuré la quantité
d’'immunoglobulines produites dans le surnageant de culture apres stimulation des splénocytes.
Nous avons testé la sécrétion d’IgM et d’IgG2b apres 4 jours de stimulation par du LPS (1 pg/mL) mais
nous n’avons pas observé de diminution de la concentration d’'IgM et d’lgG2b (sous-classe d’IgG
induite aprés stimulation au LPS) dans le surnageant de culture (Figure 61).
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Figure 61. La concentration en IgM et en IgG2b n’est pas affectée par la mutation R594C. Mesure par
technique ELISA de la concentration d’IgM et d’IgG2b dans le surnageant de culture apres 4 jours de
stimulation par du LPS (1 pug/mL). Souris +/+ (barres noires, n = 7), R594C/+ (barres rouges, n = 7),

R594C/R594C (barres vertes, n = 6). (Moyenne + SEM).
Nous avons également dosé le surnageant de culture a 7 jours de stimulation et nous
observons une baisse de sécrétion des IgM apreés stimulation LPS et IL-4, associée a la diminution
du pourcentage de LB CD138+ observée précédemment (Figure 62).

ELISA IgM Surnageant de culture
7 jours de stimulation

*
50000~
mm +/+ (n=4)

40000} mm R594C/+ (n=5)
- = R594G/R594C (n=4)
E 30000
[=]
£
= 20000-
o

10000

] T

NS LPS LPS +IL-4

Figure 62. La mutation R594C induit une diminution de la sécrétion d’IgM apreés 7 jours de stimulation in vitro.
Mesure par technique ELISA de la concentration d’IgM dans le surnageant de culture apres 7 jours de stimulation
par du LPS (1 pg/mL) ou une combinaison de LPS (1 pg/mL) et d’IL-4 (10 ng/mL). Souris +/+ (barres noires, n = 4),

R594C/+ (barres rouges, n = 5), R594C/R594C (barres vertes, n = 4). (Moyenne + SEM ; Statistiques : Test de Mann-
Whitney, * p < 0,05).
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5 Manifestations auto-immunes dans le modele murin
IRE1-a R594C

La présence d’auto-anticorps est une des principales caractéristiques des modeles murins
d’auto-immunité (Richard and Gilkeson, 2018). Nous avons donc d’abord voulu évaluer la présence

d’auto-anticorps dans le sérum des souris IRE1-a R594C agées de 9 a 12 mois.

Les titres d’auto-anticorps anti-ADNdb, anti-ADNsb, anti-myosine et anti-nucléosome
d’isotype IgM et IgG (Figure 63 A, B, C et D respectivement) ne sont pas augmentés dans le sérum
des souris hétérozygotes et homozygotes. La présence de la mutation R594C ne semble donc pas

conduire a la détection par ELISA de ces sous-types d’auto-anticorps dans le sérum des souris

mutées.
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Figure 63. La mutation R594C n’impacte pas la production d’auto-anticorps. Dosage des auto-anticorps A) IgM et I1gG
anti-ADNdb, B) IgM et I1gG anti-ADNsb, C) IgM et IgG anti-myosine et D) IgM et IgG anti-nucléosome dans le sérum des
souris IRE1-a +/+ (barres noires, n = 10), R594C/+ (barres rouges, n = 6 a 11) et R594C/R594C (barres vertes, n=5 a 11)
entre 9 et 12 mois. Le dosage des I1gM et des 1gG a été réalisé par ELISA. Le sérum d’une souris lupique (NZB/NZW)F1
(barre bleue, age : 9 mois) a été utilisé comme contrdéle positif.
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Le développement d’une auto-immunité peut étre caractérisé par la présence de nombreux
autres auto-anticorps que les tests ELISA a notre disposition ne sont pas capables de détecter. L'ADN,
la myosine et les nucléosomes sont des antigenes spécifiques des modeéles murins de lupus
érythémateux et les auto-anticorps ciblant ces composés ne sont pas obligatoirement présents dans
tous les modeles d’auto-immunité. Dans cette optique et afin d’analyser un large panel d’auto-
anticorps, les sérums des souris IRE1-a ont été envoyés au laboratoire américain IUT South Western
Medical Center de Dallas (USA) afin de faire une analyse sur une puce a antigénes (Zhu et al., 2015).
Cette technique permet en un minimum d’étapes de tester la réactivité d’un seul échantillon vis-a-

vis d’un panel de 128 antigenes.

Aprés analyse des résultats fournis par le laboratoire, la présence d’auto-anticorps a pu étre
détectée dans le sérum des souris porteuses de la mutation IRE1-a R594C (Figure 64 A, B, C et D,
représentant les antigénes pour lesquels une différence statistiguement significative a été observée).
Cette augmentation n’est pas spécifique a un type d’antigéne mais correspond a un modele
polyréactif. En effet, on peut observer dans la Figure 65 (représentant I'ensemble des antigénes
testés via cette technique, sans appliquer de filtres statistiques) que I'augmentation de la réactivité
est dirigée contre un nombre important d’antigénes, a la fois pour les isotypes IgM et IgG. Les
antigenes cibles sont des composants de la matrice extracellulaire (collagénes), des récepteurs tels
gue le récepteur muscarinique ou des composants intracellulaires tels que la chromatine, la
topoisomérase, les histones, etc. Il y a donc une rupture de tolérance globale vis-a-vis des antigénes

du soi dans le modéle murin transgénique R594C.
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Figure 64. Détection de la présence d’autoanticorps dans le sérum des souris IRE1-a R594C. A) Auto-antigenes cibles d’auto-
anticorps d’isotype IgM détectés dans le sérum des souris porteuses de la mutation R594C et B) valeur-p associée aux auto-
anticorps d’isotype IgM détectés entre les souris hétérozygotes versus sauvages (P1) d’une part, les souris homozygotes versus
sauvages (P2) d’autre part. C) Auto-antigénes cibles d’auto-anticorps d’isotype IgG détectés dans le sérum des souris porteuses
de la mutation R594C et D) valeur-p associée aux auto-anticorps d’isotype 1gG détectés entre les souris hétérozygotes versus
sauvages (P1) d’une part, les souris homozygotes versus sauvages (P2) d’autre part. A) et C) Seuls les antigenes significativement
différents entre les souris témoins et les souris IRE1-a sont indiqués. (Moyenne + SEM, multiple t-test), souris IRE1-a +/+ (points
noirs), R594C/+ (points rouges) et R594C/R594C (points verts)
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Figure 65. Heatmaps représentant 'ensemble des résultats de I'antigen microarray pour chaque échantillon (Ab-
score normalisé par rapport a la concentration en IgG ou IgM totales). A gauche, la réactivité mesurée des IgM, a droite
les IgG. Chaque colonne représente une souris. +/+ (n = 6), R594C/+ (n = 6) et R594C/R594C (n = 5).

160



Les souris IREl-a R594C ne développent pas de symptomes apparents de
glomérulonéphrite, tels qu’une protéinurie mesurable (utilisation de bandelettes). Dans
I’'hypothése d’un tableau préclinique sans manifestations observables, nous avons analysé les reins
des souris, en collaboration avec le service d’anatomopathologie de I’hopital de Hautepierre a
Strasbourg, notamment le Dr. Jérome Olagne. L’analyse de la morphologie rénale par coloration de
coupes de reins a I’'hématoxyline-éosine ne montre pas d’anomalies particuliéres des souris R594C
par rapport aux souris controles (données non montrées). Le dépot d’anticorps et de complément et
I'atteinte glomérulaire en résultant sont parmi les symptéomes les plus fréquents chez les patients
lupiques mais également dans les modéles murins de lupus (Lisnevskaia et al., 2014). Une légére
augmentation de dépots d’IgGl a pu étre détectée dans les reins des souris porteuses de la
mutation (Figure 66 A et B) bien que la présence de dépd6ts d'immunoglobulines de tous les isotypes
(IgM, IgG, 1gG3, C3 et Clqg) dans les organes des souris sauvages soit abondante (Figure 66 A). Ceci
pourrait s’expliquer par I’age des souris qui sur fond C57BL/6 peuvent présenter ce type de

manifestation.
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Figure 66. Analyse immunohistochimique des reins de souris IRE1-a R594C. A) Scores d’intensité des dépots
d’anticorps dans les reins des souris agées de 12 mois. Le score a été donné par le Dr. J. Olagne
(anatomopathologiste) suivant des critéres précis (localisation, répartition et intensité de fluorescence). B)
Exemple de marquage IgG1 des coupes de 3 souris de chaque génotype. (Moyenne + SEM, Statistiques : Test
de Mann-Whitney, * p < 0.05).
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6 Etude de la réponse auto-immune humorale aprés
induction in vivo

Notre lignée transgénique ne montre donc pas en ELISA d’augmentation de la production
d’auto-anticorps (Figure 67), bien que la technique de la puce a antigénes nous ait permis de détecter
la présence accrue de nombreux auto-anticorps (Figure 65). Par ailleurs, I'étiologie du LES est
complexe et implique également des facteurs environnementaux et notamment infectieux. Ainsi, le
déclenchement de manifestations auto-immunes et la perte de tolérance vis-a-vis des éléments du
soi est probablement un processus en plusieurs étapes qui peut impliquer I'échappement des LB
autoréactifs a la sélection négative, mais aussi des réponses anormales des LB aprés activation du
systeme immunitaire inné et en particulier des voies du TLR. Nous avons alors décidé d’induire la
production d’auto-anticorps par nos animaux aprés immunisation par un ligand de TLR, mimant un
stimulus infectieux. Nous avons choisi le modeéle d’immunisation par le LPS bactérien qui induit une
activation polyclonale des LB (dont les LB autoréactifs) et une augmentation des anticorps anti-
ADNdb d’isotype I1gM dans le sérum des animaux, mais sans induire de maladie lupique complete
(Fournié et al., 1974; Izui et al., 1977). Les souris IRE1-a R594C/+ et des souris +/+ contrbles ont été
injectées a I’dge de 6 mois avec 50 ug de LPS de Salmonella typhimurium a JO, puis 25 pug a J7 et J14.
Des souris servant de contréles ont été injectées avec du PBS. D’apres la Figure 67, nous observons
bien I'augmentation de la concentration d’anticorps (IgM et IgG totales) et d’auto-anticorps anti-
ADNdb (en particulier IgM) suite a I'injection de LPS, indiquant I'activation du systéeme immunitaire
en réponse a |'agoniste TLR4, mais nous n’avons pas observé de modification de la concentration

en anticorps (IgG et IgM) et en auto-anticorps anti-ADNdb dans le sérum des souris IRE1-a R594C/+
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par rapport aux souris +/+. Les souris homozygotes R594C/R594C n’ont pas pu étre testées dans ce

protocole expérimental.
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Figure 67. Dosage des auto-anticorps anti-ADNdb d’isotype A) IgM et B) IgG dans le sérum des souris IREL-a +/+,
R594C/+ et R594C/R594C traitées au LPS. Dosage des C) IgM et D) IgG totales dans le sérum des souris IRE1-o +/+,
R594C/+ et R594C/R594C traitées au LPS. Les souris IRE1-a R594C/+ et des souris +/+ contrbles ont été injectées a

I’dge de 6 mois avec 50 ug de LPS de Salmonella typhimurium a J0, puis 25 pg a J7 et J14. Le dosage des IgM et des
IgG a été réalisé par ELISA.

Nous avons également immunisé des souris IRE1-a R594C/+, R594C/R594C et des souris
controles avec un agoniste TLR9 (CpG-DNA). Le CpG-DNA est un agoniste du TLR9 impliqué dans la
réponse des LB a des infections par les virus a ADNdb comme I'EBV et le Parvovirus B19 et qui sont
associés aux poussées de LES (Gross et al., 2005). L'injection du CpG-DNA peut aussi mimer I'infection
par un agent bactérien, favorisant I'activation du systéme immunitaire et le déclenchement d’une
auto-immunité. Enfin le CpG-DNA est connu pour induire la production d'interféron de type | qui est

un facteur clé de la pathogenese du LES (Schickel et al., 2012; Theofilopoulos et al., 2017).
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Les souris ont été sacrifiées 28 jours aprées le début des injections (cf. Matériel & Méthodes
3.2). Une analyse des populations de cellules immunitaires a été réalisée par cytométrie en flux. Les
résultats montrent que la présence de la mutation R594C n’a pas d’impact majeur sur les
populations lymphocytaires spléniques apreés injection d’un agoniste du TLR9 (Figure 68). On peut
cependant observer une augmentation statistiquement significative du taux de plasmablastes dans

la rate des souris R594C/R594C versus souris +/+ aprés injection de CpG-DNA.

+/+ (n=10) R594C/+(n=11)  R594C/RS94C(n=7)  PBS control (n=3)

Moyenne * SEM Moyenne + SEM Moyenne + SEM Moyenne * SEM

Cellules totales x10° 97,5 + 9,9 9,8 + 11,1 96,0 + 11,5 723 + 11,3
% 443 t 33 284 t 26 44,7 t 53 495 t 2,7

LB (B220+igM+) X106 426 t 51 47,0 + 69 449 t 7,7 361 + 71
e % 13 + 03 1,5 + 0,3 28 + 0,9 24 + 1,0
Plasmablastes 105 13 + 03 1,5 + 04 26 + 06* 1,7 + 07
s tolicula % 1B 693 + 32 66,7 + 2,2 709 + 16 656 + 7,2
oficuiare X106 291 + 35 31,5 + 48 31,6 + 52 238 + 51

18 20ne marginale %18 132 + 1,9 137 + 1,5 97 + 22 159 + 46
X106 57 + 1,1 67 + 1,3 51 + 1,3 55 + 1,4

con % 178 * 16 183 + 1,1 170 £ 1,5 192 * 1,0
X106 173 + 25 17,9 + 21 16,9 + 2,9 138 + 2,0

) %CDa+| 40,0 + 45 31,8 + 3,8 339 + 58 330 + 83

LT CD4+ nafs X106 68 + 1,2 62 + 1,0 63 + 1,5 45 + 1,3
T coas mémare | %% 515 £ 54 50,2 + 3,4 60,8 + 62 62,0 + 118
X106 91 + 1,5 104 + 14 100 + 1,7 86 + 2,3

T CDas reguiateurs |#O%| 100 % 06 12,6 + 1,0* 14,6 + 3,8 10,1 + 1,9
X106 19 + 03 24 + 03 23 + 04 15 + 04

— % 99 t 1,5 87 t 09 79 t 08 78 t 31
X106 92 + 1,3 82 + 1,0 72 + 07 55 + 2,2

T o8 naife %cos+| 462 + 51 455 + 59 502 + 10,2 60,5 + 26
X10° 46 + 08 40 + 06 36 + 08 32 + 1,1

o mamore | |KCP| 328 + 4 31,8 + 3,3 326 + 7.8 286 + 2,7
X10° 2,7 + 04 26 + 04 22 + 04 14 + 04

Vonocytes % 07 * 01 09 + 01 15 * 04 08 * 01
X10° 07 + 01 08 + 01 12 + 03* 06 + 01

Sranulocytes % 13 + 03 1,0 + 01 27 + 1,1 13 + 02
X10° 13 + 03 10 + 0,2 22 + 06 10 + 03
Callules N % 07 * 01 1,0 + 0,2 12 + 05 12 + 02*
X106 07 * 01 09 + 02 1,0 + 03 09 + 02

Figure 68. Tableau récapitulatif des populations de cellules immunitaires en pourcentages et nombres absolus

dans la rate des souris traitées au CpG-DNA. (Moyenne + SEM, Statistiques : Test de Mann-Whitney, * p < 0.05).
Nous avons également mesuré la concentration d’lgM et d’IgG dans le sérum des souris a J42.
L'injection de CpG-DNA ne modifie pas de maniere significative la concentration d’'IgM et d’IgG
totales dans les souris traitées par le CpG-DNA versus souris controles (PBS) et la présence de la
mutation ne modifie pas la quantité d’anticorps totaux d’isotype IgM et IgG dans le sérum (Figure

69).
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Figure 69. Dosage des IgM et des IgG totales par ELISA dans le sérum des souris IRE1-a +/+
(points noirs), R594C/+ (points rouges) et R594C/R594C (points verts) traitées au CpG-DNA a
J42. (Moyenne + SEM)

6.2.1 Recherche globale d’auto-anticorps (Antigen microarray)

Suite aux résultats intéressants obtenus par la technique de microarray dans le sérum des
souris homozygotes et hétérozygotes (5.2), nous avons décidé de soumettre les sérums des souris
injectées au CpG-DNA a la méme analyse. Nous avons donc analysé le sérum des souris a J42 aprés
le début des injections de CpG-DNA. Aprés analyse des résultats fournis par le laboratoire, la présence
d’auto-anticorps a pu étre détectée dans le sérum des souris porteuses de la mutation IRE1-a R594C
(Figure 70 A, B, C et D, représentant les antigenes pour lesquels une différence statistiquement
significative a été observée). Comme a I'état basal, cette augmentation n’est pas spécifique a un type
d’antigene mais correspond a un modeéle polyréactif. En effet, on peut observer en Figure 71
(représentant I'ensemble des antigenes testés via cette technique, sans appliquer de filtres
statistiques) que I'augmentation de la réactivité est dirigée contre un nombre important d’antigenes.
Aussi bien des auto-anticorps d’isotype IgM et IgG sont augmentés, et les antigénes cibles sont des
composants de la matrice extracellulaire (tels que le collagéne), des récepteurs tels que le récepteur
muscarinique ou des composants intracellulaires tels que la chromatine, la topoisomérase, les
histones, etc. Il y a donc une rupture de tolérance globale vis-a-vis des antigenes du soi dans le

modéle murin transgénique R594C aprés injection de CpG-DNA.
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Figure 70. Détection de la présence d’autoanticorps dans le sérum des souris IRE1-a0 R594C injectées avec du CpG-
DNA A) Auto-antigénes d’isotype IgM détectés dans le sérum des souris porteuses de la mutation R594C et B) valeur-
p associée aux auto-anticorps d’isotype IgM détectés entre les souris hétérozygotes versus sauvages (P1) d’'une part et
les souris homozygotes versus sauvages (P2) d’autre part. C) Auto-antigénes d’isotype IgG détectés dans le sérum des
souris porteuses de la mutation R594C et D) valeur-p associée aux auto-anticorps d’isotype IgG détectés entre les souris
hétérozygotes versus sauvages (P1) d'une part et les souris homozygotes versus sauvages (P2) d’autre part. Seuls les
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Figure 71. Heatmaps représentant les résultats

R594C/+
IgG (n=11)

Intrinsic Factor

Fibrinogen IV
Proteoglycan
PL-7]

Alpha-actinine| [ [ ([ W []]]] [ | ]
- |

de l'antigen microarray (Ab-score normalisé par rapport a la
concentration en IgG ou IgM). A gauche, la réactivité mesurée des IgM, a droite les IgG. Chaque colonne représente un
échantillon de sérum. Les sérums sont regroupés par génotype, de gauche a droite : +/+ (n = 10), R594C/+ (n = 11) et
R594C/R594C (n = 7). Les deux premiéres colonnes correspondent aux souris contrdles traitées au PBS (une souris +/+ et
une souris R594C/+).
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6.2.2 Evaluation des atteintes rénales

Nous avons également analysé les dépots d’anticorps (IgM, 1gG, 1gG1, IgG2b et IgG3) ainsi que
de complément (C3 et C1q) dans les reins des souris injectées avec du CpG DNA (Figure 72). Une
augmentation de dépots d’'IgG d’isotype 1gG3 a été détectée dans les reins des souris porteuses de
la mutation (Figure 72 A) bien que la présence de dépdts d'immunoglobulines de tous les isotypes
(IgM, 1gG, 1gG3, C3 et Clq) dans les organes des souris sauvages soit abondante (Figure 72 B).
L'injection de CpG-DNA semble donc avoir entrainé une augmentation du dép6t d’IgG3 dans les

reins des souris porteuses de la mutation.
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Figure 72. Analyse immunohistochimique des reins de souris IRE1-at R594C. A) Scores d’intensité des dépots d’anticorps
dans les reins des souris traitées au CpG-DNA. Le score a été donné par le Dr. J. Olagne suivant des critéres cliniques
(localisation, répartition et intensité de fluorescence). B) Exemple de marquage 1gG3 des coupes de 3 souris de chaque
génotype. (Moyenne * SEM, Statistiques : Test de Mann-Whitney, * p < 0.05).
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7 Répertoire des chaines légeres et des chaines lourdes
du BCR

7.1 Expression des chaines légeres kappa/lambda

Deux types de chaines légéres existent chez la souris : la chaine kappa et la chaine lambda
(Figure 73 A). Le réarrangement des chaines légéres est un des mécanismes d’édition de récepteur.
Ce mécanisme permet au LB autoréactif de modifier son récepteur BCR et ainsi de passer les étapes
de tolérance centrale. Une augmentation de la proportion des chaines lambda versus kappa peut
signaler une activation de I’édition de récepteur et donc la présence accrue de LB autoréactifs. Nous
avons mesuré |'expression des chaines kappa et lambda dans les LB spléniques (Figure 73 B) et les LB
de la moelle osseuse (Figure 73 C). La présence de la mutation R594C ne modifie pas I’expression

des chaines légéres dans les LB.
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Figure 73. Mesure de I'expression des chaines légéres kappa et lambda sur les populations de LB (A) Exemple de
marquage des chaines légeres kappa et lambda par cytométrie en flux. (B) Mesure de I'expression des chaines légeres
kappa et lambda sur les populations LB spléniques et (C) les populations de LB de la moelle osseuse. (points noirs : +/+ ;
points rouges R594C/+ et points verts : R594C/R594C) (Moyenne + SEM)

170



En raison de la présence d’auto-anticorps dans le sérum des souris R594C, nous avons décidé
d’étudier le répertoire des familles de génes V, D et J des chaines lourdes des immunoglobulines, afin
de voir si un biais de répertoire pouvaient étre a l'origine d’une présence accrue de cellules
autoréactives. Des plasmocytes CD138+ localisés dans la moelle osseuse de souris IRE1l-a
homozygotes et sauvages ont été purifiés et le séquencage des génes a été réalisé par I'entreprise
Adaptive Technologies®. Le séquencage des chaines légeres n’est pas proposé par I'entreprise.
Aucune différence majeure de fréquence des réarrangements (Figure 74 A) ou des longueurs des
segments CDR3 (Figure 74 B et C) n’a été observée. Une analyse de la proportion d’acides aminés
basiques (Arginine, Lysine), qui a été associée dans la littérature a une reconnaissance possible de
'ADN dans les auto-anticorps anti-nucléaires, est en cours. Le nombre d’hypermutations
somatiques et leur fréquence sont similaires entre les plasmocytes des souris R594C/R594C et des

souris +/+ (Figure 74 D et E).
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Figure 74. Résultats d’analyse du répertoire des chaines lourdes du BCR des souris R594C/R594C (n = 5) versus des souris
+/+ (n = 5) A) Fréquence de réarrangement productifs et non-productifs. B) Répartition des longueurs en acides aminés
des segments CDR3 séquencés. C) Moyenne de la longueur des segments CDR3 par échantillon. D) Fréquence d’apparition
d’hypermutations somatiques (SHM : somatic hypermutation) dans I’'ensemble des clones. E) Fréquence d’apparition de
mutations en fonction de la longueur du segment CDR3. (Moyenne + SEM, Statistiques : Test de Mann-Whitney, * p < 0.05)
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Une modification (statistiquement non significative) d’utilisation des familles de génes V, D
et J est toutefois observable (Figure 75 A, B et C respectivement), suggérant que la présence de la
mutation pourrait affecter le répertoire des LB matures différenciés en plasmocytes sécréteurs
d’anticorps. Ainsi, on peut noter par exemple une augmentation de la proportion de genes des sous-
familles Vy particulieres telles que IGHV01-76, IGHV05-04, IGHV14-04. De plus, les souris mutées
présentent dans leur répertoire plasmocytaire une absence de I'utilisation de genes IGHDO6 (vert,
(Figure 75 B) une baisse de I'utilisation des génes IGHDO3 (bleu, (Figure 75 B), et une baisse de
IGHJ01-01 (blanc, Figure 75 C) au profit d’'une augmentation des genes IGHJ04-01 (orange, Figure
75 C).
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Figure 75. Impact du mutant R594C sur l'utilisation des familles de génes V, D et J dans les plasmocytes CD138*. Analyse
de I'utilisation (A) des familles de géenes V (ici, sont représentés les 30 les plus fréquents), (B) des familles de génes D et (C)
des familles de génes J. Le séquencage a été réalisé par |'entreprise Adaptive Technologies® sur de I’ADN de cellules CD138*
triées de la moelle osseuse. (Moyenne £ SEM)

172



8 IRE1-a R594C et modele 56R : étude de la tolérance
centrale

Les souris C57BL/6 56R, (abrégées 56R par la suite), sont des souris Knock-In pour la chaine
lourde (3H9) d’un BCR anti-ADN portant la mutation 56R (dans CDR2). Cette chaine lourde (d’allotype
a, IgMa) est issue d’un clone de souris MRLP7P" qui reconnait, lorsqu’elle est associée a des chaines
légeres endogénes, ’ADNdb et I’ADNsb. Dans la souris 56R sur fond Balb/c, plusieurs mécanismes de
tolérance des LB autoréactifs anti-ADN sont mis en place au niveau central : délétion, anergie et
édition de récepteur. Lorsque le transgene est placé sur un fond C57BL/6, ceci rend le systeme
immunitaire plus sensible a une rupture de tolérance et des auto-anticorps anti ADNsb et db de type
IgM (IgG dans une moindre mesure) apparaissent chez des animaux agés de 9-12 mois (Gies et al.,
2017b; Sekiguchi et al., 2006). Le fond C57BL/6 étant d’allotype IgMb, nous pouvons distinguer les
cellules autoréactives IgMa+ des cellules non autoréactives IgMb+. Nous avons donc décidé de
croiser les souris IRE1-a R594C avec ces souris 56R sur fond C57BL/6 (les souris issues de ce
croisement seront appelées 56RxR594C/+ ou 56RxR594C/R594C), afin d’analyser le devenir de ces LB
autoréactifs et la production d’auto-anticorps en présence de la mutation IRE1-a R594C, et ainsi

I’effet de la mutation sur la tolérance centrale

La présence d’auto-anticorps plus abondants dans le sérum des animaux représenterait un
signe de rupture de tolérance dans ce modele. Nous avons donc mesuré par ELISA le titre des auto-
anticorps anti-ADNdb (Figure 76 A, B) et anti-ADNsb (Figure 76 C, D) dans le sérum des souris
56RxR594C/+ et 56RxR594C/R594C, en comparaison avec des souris 56R, a I'age de 6 a 9 mois. Nos
résultats montrent qu’il n’y a pas de modification de la quantité d’auto-anticorps anti-ADNsb ou

anti-ADNdb sériques chez les souris 56R possédant la mutation R594C.
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Figure 76. Dosage des auto-anticorps. A) IgM anti-ADNdb, B) 1gG anti-ADNdb, C) IgM anti-ADNsb et D) IgG anti ADNsb
dans le sérum de souris 56RxIRE1-a +/+ (points noirs, n = 6), 56RxR594C/+ (points rouges, n = 6) et 56RxR594C/R594C
(points verts, n = 7) dgées de 6 a 9 mois. Le dosage des auto-anticorps a été réalisé par ELISA. Le sérum d’une souris
(NZB/NZW) F1 (age : 9 mois, point bleu) a été utilisé comme contrdle positif et le sérum d’une souris C57BL/6 (B6, point
orange) a été utilisé comme controle négatif. (Moyenne + SEM)

8.2 Immunophénotypage des souris 56R portant la mutation
d’intérét R594C

Nous avons étudié de maniére plus fine la tolérance centrale en évaluant le nombre de LB
totaux et les populations de LB exprimant la chaine lourde transgénique IgMa* versus les cellules
exprimant la chaine lourde endogéne IgMb* (allotype du fond C57BL/6). Nous n’avons pas observé
de différence significative dans le nombre total de LB transgéniques dans la moelle osseuse ou dans

la rate dans les 2 groupes d’animaux agés de 9-12 mois (Figure 77 A, B et C).
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Figure 77. Analyse des populations de LB présents dans la rate des souris 56RxR594C/+. A) Nombre de cellules totales
comptées dans la rate et la moelle osseuse B) Fréquence des populations de LB folliculaire, de la zone marginale,
exprimant la chaine lourde autoréactive IgMa et exprimant la chaine lourde sauvage IgMb dans la rate et C) Nombre
de cellules dans chaque population. 56RxIRE1-a +/+ (points noirs, n = 6), 56RXxR594C/+ (points rouges, n = 6), souris
agées de 9 a 12 mois. (Moyenne = SEM)

Afin de suivre plus finement les LB autoréactifs dans ce modele, un marquage des LB
autoréactifs vis-a-vis des composants nucléaires des cellules a été mis au point au laboratoire (Gies
et al., 2017a, 2017b). En effet, tous les LB exprimant le transgene 56R n’ont pas la capacité de réagir
avec I’ADN car des mécanismes d’édition de récepteur vont limiter la réactivité du BCR vis-a-vis de
I’ADN. La technique de marquage des LB anti-nucléosomes consiste a marquer les cellules avec des
nucléosomes couplés a un fluorochrome. D’apreés la Figure 78, les LB exprimant |'allotype IgMa sont
les plus susceptibles de lier le nucléosome, d’autant plus s’ils sont situés dans la zone marginale de
la rate. Cependant, la présence de la mutation R594C n’a pas de conséquence sur la réactivité des

LB anti-nucléosomes dans les différentes sous-populations de LB.
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Figure 78. Fréquence des populations de cellules marquées aux
nucléosomes. 56RxIRE1-a +/+ (points noirs, n = 6), 56RxR594C/+ (points
rouges, n = 6), souris agées de 9 a 12 mois. (Moyenne + SEM)

Nous avons également évalué I'utilisation des chaines légeres kappa et lambda du BCR.
L’utilisation des chaines légéres kappa et lambda n’est pas non plus modifiée par la présence de la

mutation (Figure 79).
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Figure 79. Aucun impact de la mutation IRE1-a R594C sur l'utilisation des chaines légéres du BCR. Fréquence des
populations de LB exprimant kappa et lambda (A), kappa seule (B), lambda seule (C) ou aucune des deux chaines (D)
dans la population de LB B220+ totale, dans la population de LB B220+ nucléosomes positifs ou dans la population de
LB B220+ nucléosomes négatifs. 56RxIRE1-a +/+ (points noirs, n = 6), 56RXR594C/+ (points rouges, n = 6), souris agées
de 9 a 12 mois. (Moyenne = SEM)
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Ainsi, la mutation R594C ne semble pas modifier les mécanismes de tolérance centrale dans
le modéle murin 56R. Cependant, les mémes analyses seront réalisées sur le modele
56RxR594C/R594C afin d’évaluer définitivement si la présence de la mutation a I’état homozygote

est susceptible d’induire une modification de la tolérance centrale dans ce modeéle.
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Les maladies auto-immunes représentent une des trois principales causes de morbidité dans
les pays occidentaux et un enjeu majeur de santé publique. Le lupus érythémateux systémique est
une des MAI les plus complexes, caractérisée par la production d’auto-anticorps et une atteinte
systémique. Les facteurs génétiques et environnementaux associés a la maladie ne sont pas encore
tous clairement identifiés. Afin de mieux comprendre la physiopathologie du LES et décrire de
nouveaux facteurs génétiques potentiels, notre équipe a participé a une étude des formes familiales
de cette maladie dans le but de découvrir de nouvelles formes monogéniques du LES. L'étude de ces
formes monogéniques permet de découvrir et de caractériser de nouvelles voies impliquées dans le
développement de cette maladie. La description de nouveaux génes associées fortement aux risques
de développer un LES a pour objectif de proposer des stratégies de stratification des patients et de

proposer de nouvelles cibles thérapeutiques.

Ce projet a permis, en collaboration avec I'’équipe du Dr. F. Rieux-Laucat (institut Imagine,
Paris), de décrire un nouveau variant du gene ERN1, une mutation ponctuelle C1780T entrainant une
modification d’un résidu arginine en position 594 en un résidu cystéine (R594C). Ce géne code pour
la protéine IRE1-a, un des principaux acteurs de la réponse a I’accumulation de protéines mal repliées
et au blocage de la machinerie du RE. L'activation de IRE1-a et sa régulation sont essentielles a
I’hnoméostasie de la cellule. Un défaut de 'activation des voies IRE1-a/XBP1s a déja été décrit dans
les PBMCs de patients lupiques (Wang et al., 2014a) mais aucune mutation dans le géne ERN1 n’a été
associée au LES dans les études de cohortes de patients de type GWAS (Genome-Wide Association
Study) a ce jour. Ce mutant a été identifié dans une famille présentant plusieurs syndromes auto-
immuns dont un cas de lupus. D’apres les données in silico, la mutation R594C pourrait entrainer une
perturbation de la formation de complexes d’IRE1-a, essentielle a I'activation de la protéine. L’équipe
du Dr. F. Rieux-Laucat a étudié le mutant IRE1-a R594C a I'aide d’une lignée de LB provenant de la
patiente lupique a I'origine de I’étude et immortalisée a I'aide d’une infection par EBV. lls ont observé
dans leurs travaux une modification de I'activité ribonucléase de IRE1-a mutée et une baisse de
I’épissage alternatif de XBP1. lls ont également observé une augmentation de la dégradation de
I’ARNm de Caspase-3, une des cibles du RIDD, pouvant favoriser une résistance a I'apoptose dans les

LB autoréactifs. Ces travaux ont fait I'objet d’une these défendue par le Dr. Matthieu Moncan en
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mars 2019. Ces travaux ont donc été complétés par I’étude du modele murin transgénique porteur

de la mutation IRE1-a R594C, objet de ce mémoire de thése.

Nos résultats montrent que la principale conséquence de cette perturbation est la diminution
de I'épissage de ’ARNm de XBP1 entrainant une diminution de I'expression de XBP1s actif. Linsertion
de la mutation IRE1-a R594C dans un modeéle murin entraine I'apparition a un age avancé (9 mois)
d’une perte de tolérance globale sans manifestations cliniques, caractérisée par la présence accrue
d’auto-anticorps d’isotype IgM et IgG ciblant de nombreux antigenes de I'organisme et par un

répertoire de LB modifié.

Ce modele est intéressant pour I'étude de la fonction IRE1-a car c’est un mutant
« physiologique », décrit d’abord chez I’'Homme avant d’étre transposé dans un modéle murin. A
notre connaissance, aucune description de mutations du gene ERNI1 chez 'Homme n’a été
transposée dans un modele de souris. Par ailleurs, d’apres la littérature, I’étude des modéles KO
complets a été difficile a mettre en ceuvre du fait de la mortalité embryonnaire occasionnée par
I'absence de IRE1-a (Zhang et al., 2005) et de XBP1 (Reimold et al., 2001). La stratégie initialement
appliquée par ces auteurs a été de reconstituer la moelle osseuse de souris Rag déficientes irradiées,
avec des cellules souches hématopoiétiques issues d’embryons IRE1-a KO ou XBP1 KO. Les souris
Rag2 déficientes ne présentent pas de recombinaison VDJ fonctionnelle, le BCR et le TCR ne sont pas
exprimés et le développement des lymphocytes T et B s’arréte donc a un stade précoce (progéniteurs
lymphocytaires) (Shinkai et al., 1992). Le développement des KO conditionnels de IRE1-a et XBP1 a
permis de remédier aux limites du modéle Rag2 déficient (irradiation, lourdeur de protocole,
reconstitution incompléte de la moelle osseuse). Les KO conditionnels de IRE1-a et XBP1 dans les LB
(CD19-Cre) sont viables mais présentent des défauts de différenciation plasmocytaire et une baisse
importante de la production d’anticorps (Benhamron et al., 2014; Todd et al., 2009). L'apport des
modeles KO conditionnels dans la compréhension du réle de IRE1-a et XBP1 est important puisqu’il
permet une étude plus ciblée d’'une protéine dans la physiologie de la cellule cible. Cependant, la
principale limite des modeles conditionnels est que I'absence de la protéine est limitée a I'expression
de son promoteur. L'intérét de notre projet est que la mutation, reproduisant une perte au moins
partielle de la fonction ribonucléase, est présente dans toutes les cellules de I'organisme et
particulierement dans toutes les cellules immunitaires. XBP1 et IRE1-a jouent un role important dans
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les LB (Benhamron et al., 2014; Todd et al., 2009) mais aussi dans les LT (Kamimura and Bevan, 2008)
et les cellules dendritiques (Guttman et al., 2022). Notre modéle permet donc d’étudier un mutant
de IRE1-a décrit dans une famille de patients et son impact sur I’ensemble du systeme immunitaire,
voire I'ensemble de I'organisme puisque des défauts de 'UPR ont été associés a des atteintes
multiples telles que I'arthrite (Gao et al., 2008), des maladies hépatiques (Wang et al., 2018a), le
diabete (Marré and Piganelli, 2017), des anomalies du métabolisme des lipides (Sriburi et al., 2004),

etc.

Ce projet a permis de mettre en évidence une mutation entrainant une perte de fonction de
la protéine IRE1-a. Cette perte de fonction du domaine ribonucléase est observée aussi bien dans les
LB que les LT CD4* et CD8*. Nous avons développé une collaboration avec le Pr. Sophie Janssens (VIB,
Gand, Belgique). Son équipe a également analysé |'épissage de XBP1 dans un modeéle rapporteur ERAI
développé par I'équipe de lwawaki (Ilwawaki et al., 2004) (Figure 80). Ce modele permet de mesurer
la production de XBP1s car le gene XBP1 est couplé a un géne VenusFP. L’épissage de XBP1u en XBP1s
entraine la synthése de XBP1s couplée a la VenusFP. Nos collaborateurs ont observé une diminution
importante du signal VenusFP dans les cellules NK et les sous-populations ¢cDC1 et cDC2 de la rate
dans les souris ERA1 XBP1-VenusFP croisées avec les souris portant la mutation R594C (de maniére
dose-dépendante, comme observé dans nos expériences sur les LB et les LT) en comparaison avec

des souris controles ERA1 XBP1-VenusFP littermate (données non montrées).
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Figure 80. Fonction du modéle ERAI XBP1-VenusFP rapporteur. Les protéines non repliées dans
le RE activent IRE1-a qui épisse un intron de I'ARNm XBP1. XBP1 épissé code pour le facteur de
transcription XBP1s. Lors de son activation, IRE1-a peut également supprimer l'intron d'un
transgene rapporteur XBP1-VenusFP. L'ARNm XBP1-VenusFP épissé code pour une protéine de
fusion XBP1-VenusFP cytosolique, inactive sur le plan transcriptionnel, qui permet de suivre
I'activité d'IRE1 par son signal de fluorescence.
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La mutation R594C est située dans le domaine kinase de la protéine. Ce domaine est
important pour l'activation d'IRE1-a et I'autophosphorylation d’IRE1-a précéde I'activation du
domaine ribonucléase. Les études in silico réalisées sur la mutation R594C suggérent que la mutation
peut modifier les interactions entre les résidus 594 et les résidus 592 et 643 d’IRE1-a. Cette
modification pourrait entrainer la formation de diméres et/ou d’oligomeres d’IRE1-a. La formation
de dimeres puis d’oligomeres pourrait étre une fagon de réguler la fonction ribonucléase et de

modifier le ratio entre I'épissage de XBP1u et la fonction RIDD de la molécule (Tam et al., 2014).

Nous avons observé dans notre modele que I'impact était tres fort sur la fonction d’épissage
de XBP1 mais I'impact sur la fonction RIDD est beaucoup moins clair, certains ARN cibles semblant
étre plus dégradés chez le mutant, et d’autres moins. Nous avons limité |'étude des cibles du RIDD a
guatre genes cibles décrits notamment dans les travaux de Tang et al. (Tang et al., 2018) portant sur
I’étude d’un mutant d’un résidu phosphorylé S729A. Il serait intéressant de réaliser une analyse
globale du transcriptome des souris homozygotes et hétérozygotes aprés une stimulation du BCR ou
des TLR des LB par exemple, afin de rechercher la régulation d’expression des genes cibles du RIDD

en conditions de stimulation.

La régulation de la fonction ribonucléase de IRE1-a est largement discutée dans la littérature.
Plusieurs protéines interagissent directement avec IRE1-a afin de réguler sa phosphorylation (Hetz
et al., 2020) mais I’équilibre entre la dimérisation du récepteur et la formation de complexes plus
importants pourrait étre modifié par la présence de la mutation R594C. En effet, le résidu arginine
possede une charge positive tandis que le résidu cystéine est de charge neutre, ce qui pourrait
modifier I'équilibre des structures des oligomeéres d’IREl-a. La formation d’oligomeéres
correspondrait a un degré d’activation supérieur d’IRE1-a et serait favorable a I'épissage de XBP1
(Tam et al., 2014). Il est a noter que cette mutation présente dans le domaine kinase pourrait
déstabiliser la formation de complexes oligomériques, notamment en cas de stress du RE trop
important (par exemple apres traitement par un inducteur du stress du RE tel que la thapsigargine)
mais la conformation dimérique serait suffisante lors de la différenciation plasmocytaire pour
permettre une activité suffisante de I’'épissage de XBP1. Nous aurions alors un effet partiel qui se
rapprocherait de I’hypothése décrite dans I'article de Benhamron et al. (Benhamron et al., 2014). En
effet, les auteurs de cet article décrivent que I'absence de XBP1 dans les LB entraine un arrét de la
différenciation plasmocytaire et de la production d'immunoglobulines mais aussi une suractivation

de la phosphorylation d’IRE1-a, donc son activation. La délétion simultanée de IRE1-a et XBP1 rétablit
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partiellement la sécrétion d’'immunoglobulines car IRE1-a dégrade ’ARNm de la chaine lourde des
IgM, pS. Il est intéressant de noter que la baisse de différenciation plasmocytaire et la diminution de
sécrétion d’IgM que nous observons in vitro avec les cellules R594C homozygotes ne sont observables
gu’au bout de 7 jours de culture. Ces observations suggerent un effet tardif dans des conditions de
stress importantes de la cellule. Toutefois, nous n’avons pas détecté de mortalité anormale des
cellules homozygotes lors d’un stress du RE induit par la thapsigargine, ni lors de I'activation par le

LPS.

Les analyses in silico réalisées en amont du projet par nos collaborateurs nous ont indiqué
gue la mutation était située dans un domaine pouvant diminuer I'interaction dos-a-dos (back to back)
de la protéine. Or, la configuration face-a-face (face to face) de la protéine favorise la formation de
dimeres, la conformation dos-a-dos quant a elle est plutét favorable a la formation d’oligomeéres
d’IRE1l-a. Ces deux conformations réguleraient la balance entre l'activité d’épissage de XBP1
(oligomérique) et I'activité RIDD (dimérique) (Tam et al., 2014). Ces données sont cependant tres
débattues dans la littérature. En effet, Hetz et Papa ont décrit un modele ou la configuration de
dimeres de IRE1-a en conformation face-a-face était plutot favorable a I'épissage de XBP1 et montré
gue le RIDD n’était activé que dans le cas d’un stress du RE plus intense, lorsque les réserves de
I’ARNm de XBP1 sont épuisées et que la suractivation de IRE1-a entraine la formation d’oligoméres
(Hetz and Papa, 2018). La recherche de voies biologiques affectées par la mutation (RNAseq) a
montré des résultats contrastés, mais certaines voies métaboliques intéressantes sont sous-
exprimées dans les lymphocytes (phosphorylation oxydative et métabolisme des lipides). La mutation
de IRE1l-a pourrait modifier certaines voies du cycle cellulaire (p53 et Myc). Il serait peut-étre
judicieux de réaliser une étude d’interactome lors d’une activation des cellules lymphocytaires des
souris IRE1-a R594C afin de déterminer quels partenaires sont associés au mutant R594C. Nos
collaborateurs en Belgique ont commencé a développer une lignée cellulaire MEF (Mouse Embryonic
Fibroblast) dérivée des souris IRE1-a R594C, ce qui permettra d’obtenir un matériel plus important
afin de déterminer I'effet de la mutation sur I'activité basale de la protéine (RIDD et/ou XBP1s) mais
également aprés induction d’un stress du RE. En conclusion, la mutation pourrait donc perturber cet

équilibre entre oligomérisation et dimérisation (Figure 81).
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Figure 81. Impact de la substitution R594C sur la fonction de IRE1-a. La dimérisation face-a-face d'IRE1-a
pourrait encore avoir lieu dans le KI, permettant peut-étre a la fonction RIDD (physiologique) d’étre active, ce
qui pourrait étre suffisant pour les fonctions de IRE1-a a I'état basal.

(Adaptée de Tam et al, 2014)

La présence de la mutation semble avoir un effet sur ’homéostasie lymphocytaire. Il est bien
décrit dans la littérature que I'absence ou la diminution de IRE1-a ou XBP1 (dans des modeles
conditionnels) entraine une diminution de la différenciation plasmocytaire et de la synthese
d’immunoglobulines (Kemp et al., 2013; Reimold et al., 2001; Todd et al., 2009; Zhang et al., 2005).
Par ailleurs, dans notre modele, au niveau basal, il semble que les LT naifs soient les cellules les plus
impactées par la présence de la mutation. Dans la littérature, seules quelques études se sont
intéressées au réle de IRE1-a dans ’lhoméostasie des LT. Par exemple, une étude a montré un role
de IRE1-a dans la différenciation en Th2. En effet, 'ablation de I'expression de IRE1-a dans les LT
diminue la production d’IL-4 par les Th et la polarisation Th2 (Kemp et al., 2013). De plus, I’ablation
de XBP1 dans un modele d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale a limité le développement
des LTh17 et diminué les symptomes de la maladie (Brucklacher-Waldert et al., 2017). L'analyse
RNAseq des CD4 n’a pas montré de modification d’expression des génes de polarisation des LT ;
cependant, I'analyse transcriptomique a été réalisée sur un pool de LT CD4* sans distinction des

populations naives et mémaoires, ni des sous-populations de LTh. La recherche de modifications de la
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polarisation des LTh chez les souris mutées serait d’autant plus intéressante. S’il s’avérait que la
polarisation des LTh est modifiée, I'introduction de la mutation R594C dans ce modele d’encéphalite

auto-immune expérimentale serait envisageable.

L'effet de la mutation R594C le plus attendu sur les populations lymphocytaires est un impact
sur les plasmocytes puisque XBP1 est un facteur de transcription essentiel a la différenciation
plasmocytaire (Todd et al., 2009). Nous n’avons pas observé de modification de la sécrétion d’lg in
vivo en conditions d’'immunisation des souris par du LPS ou du CpG, ni de modification majeure des
populations de LB ou de plasmocytes dans les organes lymphoides. Les investigations in vitro ont
montré un impact modéré sur la différenciation plasmocytaire a 7 jours de stimulation par une
combinaison de LPS/IL-4. Ces résultats semblent en contradiction avec la littérature. Les premiers
travaux montrant que I'absence de XBP1 et IRE1-a entrainait un impact majeur sur les LB ont ensuite
été modérés par Benhamron et al. (Benhamron et al., 2014). Il semblait alors que I'effet sur la
sécrétion d’'immunoglobulines était di a I'absence de XBP1 d’une part, mais aussi a la dégradation
accrue de '’ARNm des IgM par IRE1-a suractivée. Pour rappel, dans notre modele, I'expression de
I’ARNm de puS est augmentée apres induction d’un stress du RE. La diminution de I'épissage de
I’ARNm de XBP1 dans notre modele pourrait donc s’"accompagner d’une activité du RIDD normale ou
seulement partiellement impactée. Il est intéressant de noter que dans le premier modéle décrit de
perte d’'IRE1-a (Rag2 déficient et reconstitué avec des CSH IRE1-a KO) (Zhang et al., 2005), il a été
démontré que le domaine cytoplasmique de IRE1-a jouait un role indépendant de XBP1 dans le
développement et la fonction des LB. Dans cet article, la surexpression de XBP1s ne restaure que
partiellement la sécrétion d’IgM et d’lIgG1 dans des LB exprimant une protéine IRE1-a tronquée de
son domaine cytosolique entier. Le mutant R594C pourrait s’apparenter a un double Knock-down
IRE1-a et XBP1, ce qui, dans les travaux de Benhamron et al, permettait de rétablir une activité
partielle de synthese d’immunoglobulines. La perte de fonction d’IRE1-a et de XBP1ls étant
seulement partielle, une faible synthése de XBP1 est donc suffisante a la bonne différenciation
plasmocytaire et/ou IRE1-a pourrait jouer un réle indépendant de XBP1 dans I’homéostasie des LB
et I'activité des plasmocytes. Le role de I'axe IRE1-0/XBP1s est donc plus complexe que celui décrit
dans la littérature et I'interaction du mutant IRE1-a R594C avec I'ensemble des partenaires classiques

d’IRE1-a est a analyser plus en détail.
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Nous avons évalué la capacité des LB IRE1-a R594C a produire des Ig aprés stimulation in vitro.
Nous avons observé une diminution de la synthése des IgM associée a la diminution de la
différenciation plasmocytaire aprés 7 jours de stimulation avec une combinaison LPS/IL-4 mimant
une réponse T-dépendante. Cette diminution de la sécrétion d’IgM n’est pas retrouvée dans le cas
d’une stimulation par le LPS seul, ni par une stimulation par du CpG DNA (agoniste TLR9). Nous avons
également testé des stimulations via le TLR7 (agoniste R848) et une stimulation du BCR (par anticorps
anti-CD40, additionnée d’IL-4 et d’IL-21) qui n’ont pas montré de différences de différenciation
plasmocytaire et de sécrétion des immunoglobulines (données non montrées). Il semblerait donc
gue lI'impact de la perte de fonction d’IRE1-a et de la diminution d’épissage de XBP1 soit visible en
conditions de stimulation longue et dans un contexte T-dépendant. Ces résultats peuvent étre
appuyés par la littérature ; en effet I'équipe de Laurie Glimcher a observé que dans un modéle
d’absence de XBP1 dans les LB (CD19CreXBP1%f), les LB étaient bloqués & un stade tardif de la
différenciation plasmocytaire, dans lequel ils expriment CD138 sans étre capables de sécréter des

immunoglobulines (Todd et al., 2009).

Nos collaborateurs en Belgique (Pr Sophie Janssens, VIB, Gand), spécialisés dans I'étude de
IRE1-a et des DC, n"ont pas non plus observé d’'impact majeur de la mutation R594C sur I’homéostasie
des DC. Pourtant, la méme diminution de I'épissage de XBP1 par IRE1-a a été observée dans les
différents sous-types de DC dans notre modéle R594C. Aucun défaut majeur sur la physiologie des
DC, sur la présentation antigénique ou le métabolisme lipidique n’a pu étre décelé. Le défaut de
production de XBP1s observé aussi bien dans les cellules hétérozygotes qu’homozygotes n’induit pas
de réduction du nombre de DC conventionnelles, ni de baisse de la survie des DC apres activation
comme observé dans les DC KO pour XBP1 ou IRE1-a (lwakoshi et al., 2007; Tavernier et al., 2017).
Une analyse transcriptomique comparative des cellules immunitaires IRE1-a KO, XBP1-KO et IRE1-a
R594C mutées pourrait permettre de trouver de nouvelles voies biologiques intéressantes régulées

par IRE1-a.

Deux modeles Kl pour des mutations d’IRE1-a existent dans la littérature. Comme évoqué
précédemment, le premier est un mutant S724A dans lequel un résidu sérine capable de
s’autophosphoryler est remplacé par un résidu alanine. Cette mutation bloque I'autophosphorylation
de IRE1-a et entraine une diminution de I'activité ribonucléase et I'arrét de la synthése de XBP1.

L'introduction de cette mutation entraine I'apparition de dysfonctions hépatiques aprés traitement
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des souris avec de la tunicamycine (Li et al., 2022). Un deuxieme modele S729A a montré que la
phosphorylation du résidu Serine 729 était essentielle a la fonction RIDD et a la production
d’'immunoglobulines par les plasmocytes (Tang et al.,, 2018). Ces deux mutations touchent
directement deux sites de phosphorylation situés dans le domaine d’activation d’IRE1-a au niveau
du domaine kinase (résidus : 711-741, Figure 23). Ces deux mutations bloquent directement
I’activation de la protéine au niveau du domaine kinase et empéchent |'activation du domaine
ribonucléase, donc les observations faites sur ces deux modeles peuvent étre comparées a des KO
complets d’IRE1-a. Cependant, les phénotypes sont contrastés et le défaut observé dans ces modeles
ne reproduit que partiellement les effets observés dans les cellules KO. Le mutant R594C est situé en
dehors de ce domaine d’activation. De plus, il est a rappeler ici que la mutation est uniquement
retrouvée de maniere hétérozygote dans la famille. L'effet de cette mutation est donc a dissocier

d’une absence d’activité complete.

Nos résultats montrent une augmentation des auto-anticorps détectés par la technique de la
puce a antigenes dans le sérum des souris IRE1-a R594C (Zhu et al., 2015). Nous avons observé une
augmentation globale du signal autoréactif, c’est-a-dire que plusieurs auto-anticorps sont détectés
aussi bien en isotype IgM qu’lgG. Paradoxalement, nous n’avons pas détecté d’auto-anticorps par les
techniques classiques d’ELISA (anti-ADN, anti-nucléosomes, anti-myosine). Nous pouvons admettre
une sensibilité accrue de la technique de puce a antigénes par rapport aux techniques classiques
d’ELISA, mais aussi une perte de tolérance qui s’apparente a une rupture globale vis-a-vis de
nombreux auto-antigénes, avec une production d’auto-anticorps de faible a moyenne affinité, sans
spécificité et sans manifestations cliniques typiques telles qu’une glomérulonéphrite ou des atteintes
articulaires. L'apparition d’auto-anticorps est associée a une tendance a 'augmentation de dépots
d’anticorps dans les reins des souris porteuses de la mutation, mais seulement hétérozygote. Cette
tendance est légére, la présence de dépdbts d’anticorps dans les souris B6 sauvages étant abondante.
Il est intéressant de noter que cette augmentation est visible concernant I'isotype IgG1. Par ailleurs,
la commutation isotypique vers les IgG1l est médiée par I'IL-4, mais IRE1-a joue un réle important
dans la production d’IL-4 par les LTh. En effet, I'ablation génétique de IRE1-a mais aussi le traitement

de LT avec un inhibiteur spécifique bloquent la production et la stabilité de I'lL-4 produite par les Th2
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(Kemp et al., 2013). Nos résultats seraient contradictoires mais pourraient indiquer un réle plus
complexe de IRE1-a dans la polarisation des LTh mais aussi un réle de IRE1-a dans les autres cellules
immunitaires telles que les DC, trés importante dans ces mécanismes de polarisation. Il n'y a
cependant pas d’augmentation observable des taux d’anticorps IgG1 sériques. Il serait intéressant
d’analyser 'isotype retrouvé dans I'analyse de la puce a antigenes. Une analyse plus approfondie des
cibles des auto-anticorps est aussi envisagée. En effet, certains auto-anticorps retrouvés augmentés
ciblent des antigenes non spécifiques de la pathologie lupique mais pourraient étre impliqués dans
d’autres formes de manifestations cliniques, notamment des formes d’arthroses (exemple : auto-
anticorps anti-collagéne de type Il) (Osiecka-lwan et al., 2018). Une analyse histologique des tissus
cartilagineux est envisagée en collaboration avec le laboratoire du Pr. P. Boucher (INSERM U1109,

Strasbourg).

La présence de ces auto-anticorps pourrait ainsi refléter I'existence de LB autoréactifs
présents dans les organes lymphoides secondaires, et la présence de plasmocytes sécréteurs d’auto-
anticorps dans la moelle osseuse. Nous avons analysé les populations de LB dans la rate et les
ganglions. Nous avons observé une légére expansion des LB associée a une diminution des LT naifs.
Un modeéle récent étudiant un mutant gain de fonction de TLR7 a observé une diminution similaire
du ratio LT/LB. Ce modeéle est associé a l'apparition de symptomes auto-immuns tels qu’une
glomérulonéphrite et des auto-anticorps anti-ADN (Brown et al., 2022). Dans notre modele murin
IRE1-a, les sous-populations de LB spléniques et ganglionnaires ne présentent pas de modification
des pourcentages et des nombres absolus. Nous avons analysé |'expression des marqueurs
d’activation des LB, sans détecter de modification a I'état basal dans les organes lymphoides. Nous
n’avons pas observé de modification de I'activation des LB in vitro apres différentes stimulations via
des TLR ou le BCR. De plus, I'injection in vivo d’agonistes de TLR4 (LPS) et de TLR9 (CpG DNA) n’a pas
non plus entrainé une modification de la sécrétion d’lg, ni une activation particuliére des LB.
Cependant, I'analyse du sérum des souris injectées au CpG DNA a montré la présence d’auto-
anticorps de type IgG et IgM dans le sérum des souris porteuses de la mutation R594C. L’analyse des
reins a montré une augmentation des dépots d’'lgG d’isotype 1gG3. L'injection de CpG est connue
pour entrainer une commutation isotypique vers les 1gG2a et les IgG3 (Chu et al., 2000). Il semble
donc que I'injection d’agoniste TLR9 accentue la rupture globale de tolérance observée a I'état basal
chez les souris non immunisées et que la présence de la mutation favorise la commutation de classe

vers les IgG3. Il est intéressant de noter que la sous-classe 1gG3 s’est avérée étre impliquée dans le

190



développement de la glomérulonéphrite lupique dans le modele murin MRL/lpr (Peng et al., 2002)
et I'absence d’expression de cette sous-classe réduit les symptomes dans ce méme modeéle
(Greenspan et al., 2012). Le taux d’anticorps IgG global n’est pas augmenté dans le sérum des souris
immunisées, mais il serait intéressant de doser les IgG3 chez les souris immunisées par le CpG, et de

rechercher I'isotype des auto-anticorps IgG détectés par la puce a antigenes.

La présence d’auto-anticorps dans le sérum des souris IRE1-a R594C injectées et
I'augmentation des dépo6ts d’anticorps de type IgG3 suggerent une rupture de tolérance périphérique
apparaissant chez les souris IRE1-a R594C. La voie du TLR9 est importante dans la physiopathologie
du lupus, son activation entraine une activation du systéme immunitaire et une activation de la
synthése d’IFN. Cependant, son rble dans le développement d’une auto-immunité serait plus
complexe et pourrait éventuellement réguler I'apparition de celle-ci (Fillatreau et al., 2021). En
revanche, le TLR7 est une voie d’activation trés intéressante. La suractivation du TLR7 est associée a
la pathologie lupique, des études s’intéressant particulierement a l'inactivation imparfaite du
chromosome X qui pourrait expliquer le sex-ratio du lupus car le gene TLR7 est situé sur ce
chromosome (Souyris et al., 2018a). Enfin, I'injection d’un agoniste TLR7 (R848) ou I'application
d’imiquimod est un modeéle murin d’auto-immunité décrit dans la littérature (Farrugia and Baron,
2017). ll serait intéressant alors de tester une immunisation des souris R594C avec un agoniste TLR7.
Il faut cependant noter que la voie du TLR7 a été associée a XBP1 puisque l'activation du TLR7
entraine la synthese de XBP1 et la production d’IFN-a dans les cellules humaines (Beisel et al., 2017).
L'induction de la synthése de XBP1 par TLR7 pourrait étre modifiée par la présence de la mutation
R594C au moins dans le contexte hétérozygote. Cependant, un effet contraire n’est pas a exclure. En
effet, la perte de fonction IRE1-a pourrait protéger du développement d’'une auto-immunité par

I'injection d’un agoniste TLR7 puisque les deux voies sont directement en relation.

IRE1-a pourrait donc jouer un réle dans la tolérance centrale. En effet, comme I’a décrit un
travail d’Eelco van Anken (van Anken et al., 2021), I'expression de BCR anormaux mal-conformés peut
entrainer une mort cellulaire programmeée suite a un déclenchement d’un stress du RE. La mutation
IRE1-a R594C pourrait modifier le seuil d’activation de I'UPR et donc diminuer I'activation de
I'apoptose des LB autoréactifs. Dans un modeéle murin de surexpression de la synovioline (une
protéine essentielle au mécanisme de dégradation des protéines par le protéasome), les cellules
autoréactives sont moins sujettes au stress du RE et se développent donc en périphérie, entrainant

I'apparition de manifestations articulaires de type arthropathie avec hyperplasie synoviale (Yamasaki
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et al., 2005). IRE1-a régule également le miR-17 qui est une cible du RIDD. Or miR-17 cible 'ARN de
TXNIP, un activateur de l'inflammasome. D’apres ce travail, la perte de fonction de IRE1-a (mutant
perte de fonction ribonucléase N906A et kinase 1642G) entrainerait une répression de TXNIP et une
baisse d’activation de I'inflammasome (Lerner et al., 2012b). La perte de fonction RIDD de notre
mutant R594C étant partielle, il serait intéressant de rechercher I'activité IL-1B8 dans les cellules
immunitaires des souris IRE1-a R594C. Mais il est également intéressant de noter que dans la famille
a I'origine de ce travail de thése, une mutation dans le géne IRAK4 a été détectée. Or, IRAK4 est une
kinase directement impliquée dans la signalisation de I'IL-1 en aval de son récepteur. Un digénisme
n’est pas a exclure dans la famille et une synergie d’action pourrait se produire dans le systeme
immunitaire entre une mutation perturbant la voie de I'lL-1B et la mutation perturbant la fonction

ribonucléase de IRE1-a et donc la régulation de TXNIP.

Pour comprendre le mécanisme de rupture de tolérance observé (augmentation des auto-
anticorps IgM et 1gG) nous avons croisé la lignée IRE1-a R594C avec la lignée anti-ADN 56R. Dans
cette lignée, le processus de tolérance centrale est incomplet. Ainsi, le suivi des populations de LB
exprimant le BCR autoréactif est une indication de potentielle rupture de tolérance centrale.
Toutefois, nous n’avons pas observé de différence d’expression du BCR autoréactif dans les souris
R594C 56R hétérozygotes. L’analyse du modele homozygote sera complémentaire mais ces résultats

négatifs évoquent une rupture de tolérance ayant plutot lieu en périphérie.

L'hypothése d’une rupture de tolérance périphérique suggere que la perte de la fonction
IRE1-a pourrait étre un mécanisme indirect favorisant la survie des LB autoréactifs. En effet, les
cellules autoréactives sont moins sujettes au stress métabolique et aux signaux inhibiteurs médiés
par le systéme afin de les réguler (Kolhatkar et al., 2015). Nous avons ainsi mesuré I'expression des
marqueurs d’activation sur les LB spléniques et ganglionnaires sans voir de modification. Cependant,
I'analyse du répertoire des plasmocytes sécréteurs des anticorps dans notre modele murin
transgénique R594C a montré un biais partiel qui pourrait suggérer des perturbations de sélection
des LB autoréactifs. Deux familles de génes retrouvées augmentées dans les plasmocytes
homozygotes (VHO1-76 et VHO05-04) ont été associées a des clones autoréactifs vis-a-vis des
composants nucléaires dans une étude d’hybridomes autoréactifs murins (Detanico et al., 2015). Un
autre modele d’étude des mécanismes de tolérance pourrait étre utilisé, tel que le croisement de

notre modéle avec un modéle FAS KO (B6"/'r). En effet, I'absence de récepteur de mort cellulaire
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Fas entraine I'apparition de LB autoréactifs du fait d'un défaut de sélection de ces derniers. Le

phénotype pourrait étre plus sévere que dans le modéle 56R.

Le défaut de sécrétion d’IgM observé apres 7 jours de stimulation ainsi que I'apparition a un
age avancé des modifications des populations de cellules immunitaires in vivo suggérent un effet a
long terme de la mutation R594C. Une stimulation chronique des cellules immunitaires serait
nécessaire pour observer la rupture de tolérance. Un modele d’infection par Borrelia Burgdorferi a
déja été utilisé au laboratoire pour déclencher I'apparition d’une auto-immunité (Soulas et al., 2005).
Il serait intéressant d’appliquer ce protocole a notre modéle murin transgénique. Nos collaborateurs
en Belgique ont également testé l'infection des souris R594C par un adénovirus permettant la
surexpression d’IFN-a selon un protocole développé par Sisirak et al. (Sisirak et al., 2016).
Malheureusement, ce protocole n’a pas permis d’observer de manifestation auto-immune.
Cependant, les souris injectées étaient jeunes (dgées de moins de 2 mois) ; ainsi il pourrait étre
intéressant de développer ce modéle dans les souris plus agées présentant déja la rupture partielle

de tolérance attestée par I'augmentation de la production d’auto-anticorps.

Il est maintenant établi que les autres cellules immunitaires telles que les neutrophiles, les
macrophages et les DC jouent un rble essentiel dans la physiopathologie du lupus. L'inhibition de Ia
synthése de XBP1 (a I'aide d’un inhibiteur direct de la fonction ribonucléase de IRE1-a, le 4u8C) dans
un modele murin d’auto-immunité (injection d’agoniste TLR7 R848) a permis de diminuer la quantité
d’auto-anticorps (Sule et al., 2021). Il serait intéressant d’observer les fonctions et I'activité des
neutrophiles dans notre modele murin R594C. Les macrophages sont également des cibles
intéressantes puisque IRE1-a joue directement un role d’activateur de la production d’IL-6, une

cytokine proinflammatoire, par ces cellules (Martinon et al., 2010).

Ce projet n’a pas permis de répondre définitivement a la question de savoir si la mutation
perte de fonction IRE1-a R594C est capable d’entrainer le développement d’une auto-immunité.
Nous avons décrit une mutation perte de fonction qui semble impacter faiblement ’homéostasie
lymphocytaire a un age avancé avec une dérégulation des populations de LB et de LT. Cette
perturbation lymphocytaire s’"accompagne de |'apparition d’auto-anticorps dans le sérum des souris

IRE1-a adultes. Cette augmentation de la production d’auto-anticorps est associée a une
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modification du répertoire des chaines lourdes des immunoglobulines. Il n’est pas a exclure la
possibilité d’'un digénisme dans la famille a 'origine de I'étude et il serait intéressant d’associer
notamment la deuxiéme mutation sélectionnée par le WES située dans le géne IRAK4. Ce géne étant
important dans la régulation de I'inflammasome, il pourrait y avoir un effet cumulatif intéressant,
activant la rupture de tolérance. De plus, le tableau clinique dans cette famille est trés hétérogéne.
La rupture de tolérance globale observée dans notre modele, associée au biais du répertoire VDJ,
pourrait constituer une étape pré-clinigue avant le déclenchement d’une auto-immunité
symptomatique et nécessiterait un deuxieme facteur qui pourrait étre la mutation IRAK4 ou GMPS
(cf. 7) ou un terrain génétique ou environnemental particulier a cette famille. La régulation négative
de IRE1-a serait donc potentiellement un facilitateur d’'une rupture de tolérance ; par conséquent
I"utilisation de régulateurs de IRE1a et de XBP1 pourrait présenter des risques d’effets secondaires

dont la production paradoxale d’auto-anticorps.

Les modeles récemment décrits dans la littérature ont montré que I'absence ou la diminution
de I'activité de IRE1-a ainsi que la baisse de XBP1 pouvaient étre bénéfiques aux symptémes de la
maladie lupique (Sule et al., 2021; Xiang et al., 2020; Zhang et al., 2021). Dans ces trois articles, la
délétion génétique de XBP1 ou bien chimique via l'utilisation d’un inhibiteur spécifique de IRE1-a
diminue les symptomes auto-immuns (glomérulonéphrite, auto-anticorps) dans des modéles murins
induits (pristane, injection d’un agoniste TLR7) ou spontanés (MRL/Ipr). Les principales limites de ces
trois études sont l'utilisation de modeles KO conditionnels, ce qui peut masquer une diminution de
la fonction IRE1-a et de I'épissage dans I'ensemble des cellules de I'organisme. De plus, I'utilisation
d’inhibiteurs chimiques de IRE1-a peut induire des effets secondaires imprévus, tels qu’observés
dans notre modele dans lequel une réduction de I'activité de IRE1-a entraine une rupture de
tolérance globale, ce qui serait contre-productif pour le traitement. Bien que le modéle murin
transgénique développé au cours de cette thése ne présente pas de phénotype clinique du lupus, il
semblerait que I'’étude du role potentiel que peuvent jouer IRE1-a, XBP1 et 'UPR de maniere
générale dans le développement d’une auto-immunité réserve encore de nombreux points

d’interrogations et nécessitera la mise en ceuvre de recherches futures pour tenter d'y répondre.
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Role de la mutation IRE1-a R594C dans
I’homéostasie lymphocytaire et le
développement d’une auto-immunité

Résumé

Le lupus érythémateux systémique est une maladie auto-immune sévere caractérisée par une importante
étiologie génétique. Une analyse par séquencage d’exome d’un patient atteint de lupus et de membres de sa
famille atteints d’auto-immunité a permis d’identifier une mutation hétérozygote (R594C) du géne ERN1 qui
pourrait étre liée a la pathologie. La protéine IRE1-a, codée par le géne ERN1, est impliquée dans le mécanisme
de I'UPR (unfolded protein response) permettant la réponse a un stress cellulaire a la suite d’'une accumulation
de protéines mal repliées. L'UPR restaure les fonctions normales de la cellule et peut activer les voies de
I’'apoptose si ces mécanismes sont insuffisants. Le role de 'UPR dans le développement du lupus est aujourd’hui
inconnu. L'objectif de ce projet était de comprendre, grace a I’étude d’un nouveau modéle murin porteur de la
mutation R594C, les conséquences de cette mutation sur la physiologie des cellules immunitaires et le
développement d’une auto-immunité. Nous avons observé que cette mutation conduit a une perte de fonction
de la voie d'IRE1-q, et a une perte de tolérance sans manifestations cliniques. Ce projet a ainsi permis de décrire
un nouveau réle potentiel de IRE1-a dans la régulation de la tolérance lymphocytaire.

Mots-clés : lupus, IRE1-a, auto-immunité, tolérance, lymphocytes B, auto-anticorps

Résumé en anglais

Systemic lupus erythematosus is a severe auto-immune disease characterized by an important genetic
etiology. An exome sequencing analysis of a lupus patient and family members with autoimmunity identified
a heterozygous mutation (R594C) in the ERN1 gene, which may be linked to the disease. The IRE1-a protein,
encoded by the ERN1 gene, is involved in the UPR (unfolded protein response) mechanism allowing the
response to a cellular stress following an accumulation of misfolded proteins. UPR restores normal cell
functions and can activate apoptosis pathways if these mechanisms are insufficient. The role of the UPR in
the development of lupus is currently unknown. The objective of this project was to understand, through the
study of a new mouse model carrying the R594C mutation, the consequences of this mutation on the
physiology of immune cells and the development of autoimmunity. We observed that this mutation leads to a
loss of function of the IRE1-a pathway, and to a general tolerance breakdown without clinical manifestations.
This project thus described a potential new role of IRE1-a in the disruption of lymphocyte tolerance
mechanisms.
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