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Abstract

Systemic Lupus Erythemathosus (SLE) is a chronic inflammatory autoimmune disease
characterized by high titers of anti-nuclear antibodies and variable clinical manifestations. To
better understand the pathogenesis of SLE, we performed exome sequencing in patients
presenting pediatric or familial cases of SLE in order to detect monogenic variants involved in
the development of SLE. We found a heterozygous deleterious mutation in the ERN/ gene in a
family presenting SLE, Sjogren Syndrome, Hashimoto Thyroiditis and limited cutaneous
Systemic sclerosis. The mutation segregates in the family following an autosomal dominant
mutation with incomplete penetrance. ERNI encodes for IREla, the main inductor of the
Unfolded Protein Response, a cell fate regulating transcriptional program activated upon
endoplasmic reticulum (ER) stress. B-EBV cell line derived from the patient presents delayed
and extended splicing of XBP1 in response to tunicamycin as well as IL6 overexpression and
resistance to extrinsic apoptosis induction. Western Blots on the extrinsic pathways proteins
revealed a diminished expression of Caspase-3. Diminution was confirmed to be linked to a
reduced stability of Caspase-3 mRNA in the patient owing to improved IRE1o RNAse activity.
Taken together these results suggest a direct link between autoimmunity and UPR through

sustained activation of IREla.



Liste des principales abréviations

ADNdb / sb — ADN double brin / simple brin

AGS — Syndrome Aicardi-Gouticres

AN / ANA — Antigenes nucléaires / Auto-anticorps anti-antigene nucléaires
APC — Cellule présentatrice d’antigéne

APDS - Activated phosphoinositide 3-kinase-§ syndrome
BCR — B-Cell Receptor

B-EBV — Lymphocyte B immortalisés par le virus Epstein-Barr
CA — Corps Apoptotiques

CNX / CRT - Calnexine / Calréticuline

DC — Cellule dendritique

EGF - Epidermal Growth Factor

ERAD - ER-associated degradation

GAP - GTPase activating proteins

GDP / GTP - Guanosine diphosphate / triphosphate

GEF — Guanine Nucleotide-Exchange Factor

GFR — Growth Factor Receptor

GLS — Golgi Localisation Sequence

GWAS — Genome Wide Association Studies

IFN/I — Interféron de type I

IFNAR — Interferon o/f receptor

ISG — Interferon Stimulated Genes

KAL - Kinase activation loop

KEN - Kinase-Extension Nuclease

LB — Lymphocyte B

LBt — Lymphocyte B transitionnels

LBp — Lymphocyte B périphériques

LBwmz — Lymphocyte B de la Zone Marginale



LLO - Lipid-Linked Oligosaccharide

LT — Lymphocyte T

LTp~ — Lymphocyte T double négatif

LTen — Lymphocyte T Follicular Helper

LES — Lupus Erythémateux Systémique

MAM - Mitochondria-associated ER membranes

MOMP - Mitochondria Outer Membrane Permeabilization
NEF — Nucleotide-exchange factor

NET - Nuclear Extracellular Trap

NK — Natural Killer

PBMC - Cellules mononucléaires périphériques sanguines
pDC — Cellule dendritique plasmacytoide

PDI - Protein Disulfide-Isomérase

PPDI — Phosphatidylinositol

PTI — Purpuras thrombocytopénique idiopathique

RE — Réticulum Endoplasmique

RIDD - Regulated IRE1-Dependant Decay

ROS — Reactive Oxygen Species

SAVI — STING-Associated Vasculopathy with onset in Infancy
SGS — Syndrome Gougerot-Sjogren

SPENCD — Spondyloenchondrodysplasie

SRP - Signal recognition particle

SSCL - Sclérose systémique cutanée limitée

TH — Thyroidite d’Hashimoto

TLR — Toll-Like Receptor

uORF — upstream Open Reading Frame

UPR - Unfolded Protein Response

UPRE - Unfolded Protein Response Element
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Introduction

Partie I : Lupus Erythémateux Systémique

A / Description de la maladie

1. Historique et définition

Le Lupus Erythémateux Disséminé ou Lupus Erythémateux Systémique (LES) est une
maladie auto-immune et inflammatoire chronique. Elle fut décrite pour la premiere fois par
Hippocrate qui observa [’apparition d’ulcérations cutanées qu’il appela « Herpes
esthiomenos », correspondant aujourd’hui a la dermatose érosive. Le nom « Lupus » vient du
terme latin désignant le loup. I1 fut utilisé dés le Moyen-Age pour décrire cette maladie, a cause
de ces éruptions cutanées sur le visage, rappelant par son aspect, les blessures induites par les
morsures de loup. Plus tard, cette association se perdit pour €tre remplacée par celle du masque
de loup vénitien dont la forme rappelle également celle des éruptions cutanées du LES. Le terme
de lupus fut ainsi utilisé de facon inadéquate pour désigner toute maladie impliquant une
ulcération ou une nécrose du visage ou des membres inférieurs jusqu’a la moitié du XIX*™

siecle.

En 1833 est publiée la premiere description précise du lupus par Laurent Theodore Biett
et son étudiant Pierre Louis Alphee Cazenave, utilisant le terme de « Lupus érythémateux »,
signifiant rouge en grec, et qui fut également utilisé pour désigner I’observation des atteintes

ulcéreuses de la peau. Dans cette publication, Cazenave décrit le lupus comme :

« Une pathologie rare qui attaque essentiellement le visage et se développe
principalement chez les jeunes femmes qui ne souffrent d’aucune autre maladie. Des plaques
rouges et rondes, légerement épaisses, de la taille d’un shilling, augmentent graduellement en
taille et se répandent parfois sur la partie supérieure du visage. Les contours sont proéminents
et le centre, qui garde sa couleur naturelle, reste plat. Les plaques provoquent de la chaleur et
des rougeurs mais ni douleurs ni démangeaisons. Il s’agit essentiellement d’une affection

chronique bien que son apparence indique le contraire. »



L’aspect systémique de la maladie quant a lui ne commencga a étre observé qu’a partir
de 1872 par Moriz Kaposi qui décrivit les premiers signes systémiques de la maladie incluant :
fievre, perte de poids, lymphadénopathie, anémie et arthrite. Mais ce n’est que trente ans plus
tard que le terme fut utilisé pour définir le lupus par Sir William Osler qui observa chez
plusieurs patients des atteintes cardiaques, pulmonaires et rénales couplées a une manifestation
cutanée du lupus. Le XX*™ siécle fut ensuite émaillé de plusieurs découvertes qui révélerent
peu a peu l’aspect clinique treés hétérogene du lupus. L’association entre le LES et la
photosensibilité, le phénomene de Raynaud, des manifestations cliniques sans atteinte cutanée
et la présence d’anticorps anti-nucléaires sont autant de découvertes qui permirent d’aboutir a

une description moderne et une meilleure compréhension du LES. '

De nos jours, le Lupus Erythémateux Systémique est décrit comme une maladie auto-
immune caractérisée par une forte hétérogénéité clinique représentée par les diverses atteintes
rénales, cardiaques, neurales et cutanées qu’elle provoque. L’état de santé des patients atteints
par cette maladie chronique varie en fonction des €états de poussée et de rémission de la maladie,
qui peuvent étre corrélés avec les titres de certains auto-anticorps pathogéniques®. Ces
anticorps dirigés contre le soi, se forment suite a une dérégulation dans le développement ou la
fonction des différents acteurs de 'immunité. La fixation de ces anticorps contre des protéines
du soi va détourner I’action naturelle du systeme immunitaire envers les pathogenes contre son
hote. Ce changement de cible a pour conséquence I’induction de symptomes inflammatoires et
de dégits tissulaires a des endroits variés du corps, qui dépendent de la protéine ciblée par
I’auto-anticorps. Cette variabilité induite par le type d’auto-anticorps produit est a la base de

I’hétérogénéité clinique du lupus.

2. Diagnostique

La variabilité clinique du lupus pose un probléme récurrent vis-a-vis de son diagnostic.
Son large phénotype clinique d’auto-immunité systémique se croise souvent avec d’autres
maladies auto-immune et inflammatoires, nécessitant la mise au point de criteres diagnostiques
de plus en plus précis pour le définir. Ces criteres, publiés en 1982 par 1’ American College of

Rheumatology (ACR)*, considérent que le diagnostic de LED ne peut étre posé, avec une
gy q



sensibilité et une spécificité de 96%, que si le patient présente, quelle que soit la date de

survenue, au moins quatre des onze symptomes suivants :

= Rash malaire

= Rash discoide

= Photosensibilité

= Ulcérations buccales ou nasopharyngées

= Arthrite non érosive touchant au moins deux articulations périphériques ou plus

= Pleurésie ou péricardite

= Atteinte rénale (protéinurie persistante)

= Atteinte neurologiques (convulsions ou psychose)

= Atteinte hématologique (anémie hémolytique, leuco, lympho ou thrombopénie)

= Anomalie immunologique (anticorps anti-ADN natif, anti-Sm, antiphospholipides)

= Anticorps anti-nucléaires

En 1997, I’ACR révisa une premicre fois ces criteres mais sans obtenir de validation a
cause d’une forte perte de la sensibilité qui passa de 96% a 83% et cela malgré une spécificité
identique aux criteres de 1982. En 2012, le groupe « Systemic Lupus International
Collaborating Clinics » (SLICC), publia un nouveau protocole diagnostique pour le lupus’ afin
de réviser les criteres de 1982 en prenant en compte les limites reconnues de ce modele tels

que :

= Le biais envers les symptomes cutanés avec quatre criteres dédiés alors que d’autres

organes n’en ont qu’un ;

= [’absence de prise en compte de la diminution du complément pourtant considéré

comme un des plus forts criteres de diagnostic du LES ;

» L’inclusion dans les criteres de diagnostic de la positivité aux anticorps
antiphospholipides qui pourrait amener a des confusions entre le LES et les syndromes

antiphospholipides primaires ;



= Le besoin de généraliser les criteres diagnostic a tous les groupes ethniques afin de
prendre en compte les fréquences variées d’apparition de certains symptomes de LES qui

ont été observées notamment chez les afro-américains et les japonais ;

» Laredéfinition de certains critéres en fonction de I’expérience obtenue par les pratiques
médicales actuelles, notamment envers les critéres rénaux et neurologiques de 1982 qui ne

refletent pas toute I’étendue des phénotypes lupiques.

= L’ajout de critéeres provenant de praticiens spécialisés non rhumatologues
régulicrement amenés a diagnostiquer un lupus tels que les dermatologues, néphrologues et

neurologues.’

De ce fait, le nouveau protocole de diagnostic exige que le patient présente au moins
quatre criteres de diagnostic du LED avec au moins un critere clinique et un critere
immunologique ou bien présente une néphrite lupique prouvée par une biopsie avec présence
d’anticorps anti-nucléaires ou anti-ADN double brin (ADNdb). Ce choix a pour but d’éviter
que des diagnostiques de LED ne soient posé€s sur la base de criteres uniquement cliniques ou
uniquement sérologiques. En effet, le LED étant considéré comme une maladie clinique dirigée
par des auto-anticorps, il est nécessaire d’en vérifier les deux aspects. La révision du SLICC

utilise les critéres suivants :

Criteres cliniques

Lupus cutané aigu ou subaigu

Lupus cutané chronique

Ulcérations orales ou nasales

Alopécie non cicatricielle

Synovites ou arthralgies impliquant plus
de deux articulations

Sérites (pleurésie ou péricardite)
Atteinte rénale (protéinurie persistante)
Atteinte neurologique (convulsions,
psychose, mononévrite multiple, myélite,
neuropathie périphérique ou atteinte des

nerfs craniens, syndrome confusionnel

aigu)

Criteres immunologiques

Anticorps antinucléaires

Anticorps anti-ADNdb

Anticorps anti-Sm

Positivité aux anticorps
antiphospholipides (déterminée par la
présence d’un anticoagulant circulant, une
sérologie syphilitique faussement positive,
un titre moyen ou fort d’anticorps anti-
cardiolipine ou la présence d’anticorps
anti-B2-glycoprotéine 1)

Diminution du complément

Test de Coombs direct positif



= Anémie hémolytique
= Leucopénie ou lymphopénie

®  Thrombopénie

Ces nouveaux criteres de définition du LES permettent de poser un diagnostic avec une
sensibilité accrue a 97% comparée a ’ACR de 1997, mais avec une perte de spécificité qui
n’atteint plus que 84%. En Juin 2018, lors du congrés de I’European League Against
Rheumatism (EULAR) d’ Amsterdam, le Dr Martin Aringer présenta un nouveau protocole de
diagnostic du LES atteignant 96% de sensibilité et 93% de spécificité.” Ce protocole se base sur
’utilisation de la mesure du titre d’anticorps anti-nucléaires comme critere d’entrée pour le
diagnostic du LES. Une fois ce critere vérifié, I’équipe du Dr Aringer a attribué un score aux
divers symptdmes connus du lupus en fonction de leur fréquence de liaison a la maladie. Si la

somme des scores des symptomes du patient atteint 10 ou plus, le diagnostic du LES est validé.

3. Epidémiologie et mortalité

Les études épidémiologiques du LES nous renseignent sur 1’incidence, la prévalence et
les différentes tendances observées dans cette maladie en fonction de criteres variés tels que la
zone géographique, 1I’4ge de développement de la maladie, le genre, I’origine ethnique ainsi que
I’époque d’observation de ces parametres. Ces données une fois rassemblées et analysées

permettent de poser les observations suivantes :

= ]l existe une forte variation géographique dans I’incidence et la prévalence du LES.
Ces variations peuvent €tre le reflet soit des différences génétiques présentent dans les
populations analysées, soit des variations environnementales rencontrées par ces mémes
populations. Le développement du lupus étant grandement influencé par I’exposition
aux ultraviolets (UV), une exposition plus forte et continue dans le temps peut en partie

expliquer ces variations.

= On retrouve une forte prédominance du LES chez les femmes. De multiples études
épidémiologiques présentent toutes un sex-ratio augmenté en faveur des femmes avec
des résultats allant de 2:1 a 15:1. Cette différence est minimale avant dix ans avec un

ratio proche de 1:1, puis atteint un pic sur la période recouvrant la trentaine a la



cinquantaine avant de se réduire a nouveau jusqu’a un ratio d’environ 3:1 aux ages plus
avancés.” Plusieurs études ont tenté de démontrer le lien entre le LES et le génotype XX
ainsi qu’avec la production d’estrogenes et de prolactine qui sont connus pour moduler
la réponse immunitaire”'’. Toutefois, ces études ne parviennent pas a expliquer
entiecrement la différence observée vis-a-vis du sex-ratio, certaines femmes ne

développant le LES qu’apres avoir atteint la ménopause.

= Les personnes d’origine Africaine sont plus susceptibles de développer le LES.
L’incidence et la prévalence de la maladie sont plus fortes dans ces populations
ethniques, intermédiaires chez les hispaniques et les asiatiques et faibles chez les
caucasiens. Ces observations ont principalement étés faites en Europe et aux USA. Si
certaines études tentent de relier cette observation a une hypothese de changement

d’interaction entre la génétique et I’environnement pour les populations ayant émigré

d’Afrique, des études supplémentaires sont nécessaires pour étayer cette explication.

= La prévalence du LES semble augmenter au fil des années. Si cette augmentation
peut étre influencée par les changements de méthodologie employée entre les études, la
forte majorité d’entre elles ont observé la méme population avec les mémes méthodes
au fil du temps. Leurs résultats montrent une augmentation de la prévalence et de
I’incidence du LES au fil du temps, a I’exception pres du Royaume-Unis et des USA
qui montrent une diminution de 1’incidence. L.’augmentation de la prévalence peut étre
liée a une augmentation des facteurs de risques du LES mais également a une survie
accrue des patients sur le long terme grace a une meilleure prise en charge médicale au

fil des années."

En effet, alors que les patients diagnostiqués lupiques présentent un taux de mortalité
accru d’un facteur compris entre 2 et 5 comparé a une personne en bonne santé, le taux de
mortalité du LES a subi une forte diminution depuis les années 70 ou la survie des patients sur
5 ans était seulement de 50% contre 96% dans les années 2000."” Ce taux de survie reste élevé
2 93% de survie pour 10 ans, puis descend a 76% sur 15 ans."” Malgré les progres fais sur le
diagnostic et les traitements a court terme, les taux de survie sur le long terme n’ont pas évolué
ces vingt derniéres années. Parmi les causes de mortalité dans le LES on retrouve
principalement : les causes liées a 1’activité de la maladie telles que les insuffisances rénales
et les atteintes neurologiques, les infections dans le cadre de I’utilisation des traitements

immunosuppresseurs et les maladies cardiovasculaires. Dans les premicres années de la



maladie, la mort survient principalement par les néphrites lupiques ou les lupus neurologiques,
tandis que les causes de mort tardives concentrent principalement les complications liées au

traitement et aux dégats a long-terme du LES."

L’association de ces deux parametres que sont 1’augmentation du taux de survie sur le
long-terme et I’incapacité a prévenir les causes de comorbidité induisent un fort coiit global des
soins publics pour les patients atteints de LES dont 1’étendue varie en fonction du degré
d’activation de la maladie (1093-14,614$ par patient et par an).'* Ces patients perdent également
en qualité de vie a cause des lourds symptomes provoqués par la maladie telles que les
inflammations articulaires et la fatigue chronique. Une étude réalisée au Royaume-Unis a
montré que pres de 75% d’entre eux subissent des désagréments qui limitent leur capacité a
gérer leurs activités quotidiennes, tandis que 15% seulement parviennent a travailler a plein
temps. Une forte proportion d’entre eux déclarent également avoir besoin de 1’assistance de
professionnels de santé mais également de proches pour gérer leur maladie au quotidien'. Le
LES semble également avoir un fort impact sur leur situation sociale et financiere puisque 89%
rapportent avoir une capacité réduite a sociabiliser, 76% ont changé de situation professionnelle
avec parmi eux, 52% qui ont cessé toute activité sur le marché du travail.'® Il est donc essentiel
de parvenir a mieux comprendre 1’étiologie du LES afin de pouvoir mieux prévenir et traiter

cette maladie auto-immune au lourd poids économique et de santé publique.

B / Pathophysiologie du Lupus Erythémateux Systémique

1. Développement de la maladie

Le modele actuel de la pathogénese du lupus comporte trois phases. La premicre
correspond au risque inhérent a chaque individu. Chaque personne est plus ou moins susceptible
de développer un lupus en fonction des variants génétiques qu’il porte et des facteurs de risque
présents dans son environnement. Cet état de susceptibilité est donc plus ou moins fort selon
I’individu, mais ne suffit pas a déclencher la maladie. La seconde étape correspond a
I’intervention d’un déclencheur. Ce stimulus va provoquer une perte de la tolérance au soi grace
a I’effet additif de son action et du degré de susceptibilité a la maladie propre a I’'individu. La
perte de la tolérance aura ensuite pour conséquence la création d’auto-anticorps contre des

éléments du soi. Ces auto-anticorps vont s’accumuler avec le temps jusqu’a devenir observables



lors d’un examen sérologique et cela bien que le développement de la maladie soit totalement
asymptomatique'’. La derniére étape consiste a la formation de complexes immuns entre ces
auto-anticorps et le soi, induisant une réponse immunitaire et une inflammation chronique

aboutissant a des dégats tissulaires et a I’apparition des symptomes du LES. (Figure 1)

Génétique et

: Déclencheur Pe['te de f'ropa.gatlon t.ie’
environnement tolérance Fauto-immunité

Détection Apparition des

Phase asymptomatique , . R
d’auto-anticorps symptomes

Figure 1 : Schéma des étapes de développement du lupus — inspiré de Tsokos & al, 2016. Un premier état de susceptibilité
a la maladie est induit par la présence chez l'individu de facteurs génétiques et environnementaux le prédisposant au
développement d’une auto-immunité. Un facteur déclencheur tel qu’une infection, I'exposition aux UV ou a une toxine va
provoquer une perte de la tolérance provoquant la génération d’auto-anticorps. Ces premiéres phases sont asymptomatiques
méme pendant le développement des auto-anticorps. Ce n’est que lorsque I'auto-immunité se propage par exemple par
I'induction d’une inflammation chronique ou bien la perte de la régulation du systeme que les symptomes de la maladie
apparaissent. Plus tard, le LES est caractérisé par des phases de rémission et de rechutes accompagnées de comorbidité
associées au LES.

Le LES étant une maladie extrémement hétérogene, I’étude de ses facteurs déclencheurs
est d’un grand intérét afin de mieux comprendre les diverses origines de cette maladie ainsi que
d’identifier les différentes fonctions cellulaires clés dans son développement. Parmi les
observations faites dans 1’étude du LES on retrouve la présence d’agrégations familiales de ces
maladies qui pourraient trouver leur origine soit dans la génétique, soit dans des conditions
environnementales partagées entre les individus apparentés'®. Les diverses études sur les
jumeaux monozygotes ont pu mesurer un taux de concordance pour le LES entre les jumeaux
variant de 11 2 57% en fonction des cohortes et du modele expérimental utilisé'***. Ce faible
taux souligne que le LES ne peut étre expliqué uniquement par la présence de facteurs
génétiques ou environnementaux et que la concordance des deux est importante pour son

développement.

De multiples facteurs environnementaux, génétiques et épigénétiques ont étés reliés au
développement du LES (Tableau 1). Les mécanismes par lesquels ces facteurs interviennent
dans le déclenchement du lupus sont nombreux et variés. Toutefois, ils peuvent étre regroupés

en trois voies principales : I’augmentation de 1’accessibilité aux antigenes du soi, I’activation



d’une inflammation chronique et la perte de la tolérance. Les deux premiers groupes peuvent
avoir pour conséquence de provoquer la perte de la tolérance, mais les trois aboutissent a la

production d’auto-anticorps, facteur central dans le développement de la maladie.

Facteurs | Description | Voie affectée
Facteurs environnementaux
Ultraviolets = Apoptose des kératinocytes™ Auto-antigénes
Hormones = Augmentation de la survie et de I’activation de B auto-réactifs*** Tolérance
* Virus Epstein-Barr : Réactivité croisée avec EBNA-1%
Infections virales = Rétrovirus endogenes : Réactivité croisée avec p30%#*’, diminution de Tolérance
’expression de Fas™
Facteurs génétiques
PTPN22 * Diminution du seuil d’activation nécessaire au récepteur des LT** Tolérance
TYK2 = Augmentation de la signalisation IFN de type I*'*? Inflammation
= Diminution de la phagocytose des complexes immuns et des éléments .
ITGAM p g/ y 3334 p Auto-antigenes
reconnus par le complément™
Facteurs épigénétiques
Hypométhylation = Augmentation de I’expression des génes stimulés par IFN (ISG)™® Inflammation
Modifications ) . . , . N .
. = Hyperacétylation : Augmentation de I’expression de génes cibles .
post-traductionnelles R 36 Inflammation
e d’IRF1
d’histones
Hydroxymethylation 1 . . N . . Tolérance
y ymetiy * Induit I’hypométhylation de génes impliqués dans le LES”’ -
des cytosines Inflammation
. = Hyperactivation des LB .
MicroARN yP . 39 Tolérance
= Hyperactivation des LT

Tableau 1 : Exemples de facteurs environnementaux, génétiques et épigénétiques augmentant la susceptibilité au LES.

Les facteurs capables d’induire un lupus ou plus globalement une maladie auto-immune
sont donc nombreux et variés. Si leur étude permet de réaliser des associations entre un facteur
donné et le développement de la maladie, ces éléments ne permettent que de poser des
hypotheses de base sur le fonctionnement du lupus. Un exemple concret correspond aux études
génétiques telles que le Genome Wide Association Studies (GWAS). Le GWAS est une
méthode permettant, a I’aide une cohorte de contrdles et de patients atteints d’une maladie
particuliere, de réaliser une association entre un locus génique et la maladie étudiée. Plus
I’association est forte, plus le facteur de risque lié au locus est grand et plus le locus est finement
déterminé, plus il a de chances de révéler un gene en particulier. Toutefois, la portée des variants
et des genes identifiés par GWAS s’avere souvent limitée avec des variants conférant un risque
relatif généralement inférieur a 2, comme c’est le cas avec les exemples cités dans le Tableau
1. Le facteur de risque étant peu élevé et les variants étant plus ou moins fréquents dans la
population, ils induisent le LES de facon polygénique. La participation partielle et additive de
multiples variants capable d’augmenter la susceptibilit¢ au lupus, ainsi que celle de

I’environnement et de 1’épigénétique, induit une complexité supplémentaire pour démontrer par



des études cellulaires et moléculaires le mécanisme reliant la pathologie au variant détecté par
GWAS. C’est pour cette raison que 1’étude des variants rares, a fort impact sur la maladie,
représente un intérét croissant pour la pathophysiologie des maladies auto-immunes. Ces lupus
monogéniques permettent, lorsque des variants candidats sont détectés dans des cas familiaux
ou pédiatriques, de mettre a jour de nouvelles voies de développement du lupus. Dans la suite
de ce chapitre sur la pathophysiologie du lupus, nous nous intéresserons donc a la description
des trois grandes voies de développement du LED et citerons en exemples plusieurs geénes

impliqués dans le développement de ces formes monogéniques du lupus.

2.  Accessibilité des antigénes du soi

i. Description

L’augmentation de 1’accessibilité des antigénes du soi peut €tre provoquée par deux
mécanismes principaux : la perturbation spatiale ou temporelle de 1’expression d’une protéine
du soi ou bien la présence de cette protéine dans 1’espace extracellulaire par la perturbation des
systemes de mort cellulaire ou de phagocytose des déchets cellulaires. Dans le premier cas, on
retrouve I’exemple de I’expression a la membrane plasmique d’antigenes nucléaires (SSA/Ro,
RNP et Sm) par les kératinocytes aprés exposition aux UV*'. Cette expression inappropriée a
la membrane de ces antigenes nucléaires les rend accessibles aux anticorps anti-nucléaires
isolés a partir du sérum des patients lupiques, démontrant que ce phénomene d’expression

spatiale perturbée peut induire I’auto-immunité.

Dans le second cas, la mort cellulaire par nécrose est un phénomene fortement
immunogene puisqu’il provoque par éclatement de la cellule, la libération dans ’espace
extracellulaire d’antigenes du soi et de cytokines pouvant étre reconnus par des lymphocytes T
et B auto-réactifs. Afin de limiter ce phénomene, les cellules utilisent un systeme de mort
programmée : I’apoptose. L’apoptose comporte les étapes suivantes : la fragmentation de
I’ADN, la formation de protubérances a la membrane plasmique et I’expulsion de ces
protubérances hors de la cellule sous la forme de corps apoptotiques dans lesquels restent
emprisonnés les antigeénes du soi intracellulaires. L’apoptose constitue donc un systeme de
destruction « propre » permettant de diminuer I'impact de la mort sur I’environnement

extracellulaire en piégeant les différents composants de la cellule détruite dans des corps
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apoptotiques (CA). L’ADN étant ’une des cibles les plus courantes des auto-anticorps dans le
lupus, sa fragmentation et son stockage dans les CA permet de diminuer le risque d’activation
des lymphocytes auto-réactifs capables de les reconnaitre. Ces CA bien que non immunogenes,
doivent toutefois €tre récupérés par les cellules phagocytaires telles que les macrophages ou les
cellules dendritiques afin d’étre correctement dégradés. La forte augmentation des CA, qu’elle
soit due 4 une apoptose augmentée™ ou a un dysfonctionnement de la phagocytose des débris
cellulaires™, provoque un risque accru de développement du lupus car elle augmente la
disponibilité des antigenes du soi aux cellules immunitaires lorsque les CA deviennent
nécrotiques et liberent leur contenu de facon similaire a4 une nécrose cellulaire*”. L’équilibre
existant entre la production de CA ou de débris cellulaires et leur élimination par les phagocytes
joue un rdle crucial dans le LES. L’importance de ce phénomene est illustrée par les quelques
genes mutés dont les variants ont été reliés au LES. Parmi eux on retrouve des genes impliqués
dans la dégradation des acides nucléiques dans I’espace extracellulaire (DNASE1, DNASEIL3)
ainsi que I’opsonisation des débris cellulaires (C/QA, CIQB,CIQC, C4,C2).

ii. DNASE1, DNASEI1L3

DNASEI et DNASEIL3 sont des genes homologues codants pour des endonucléases
spécifiques des ADN simples et doubles brins. La DNASEI est exprimée par les glandes

exocrines et endocrines***

avant d’étre exportée dans le sérum ol la diminution de son activité
correle avec le LES™. L’expression de DNASEIL3 en revanche est presque strictement réduite
aux macrophages présents dans le foie et la rate**’. Le role de ces enzymes est de dégrader les
ADN présents dans la cellule ; sous forme native en cas de nécrose ou de nucléosome en cas
d’apoptose ; afin de diminuer leur potentiel immunogene pour le syst¢me immunitaire. Lorsque
ces enzymes sont produites en plus faible quantité ou voient leur activité amoindrie, 1’équilibre
entre leur action de dégradation et la production d’antigénes nucléaires est perturbé et augmente
le risque de développer des auto-anticorps nucléaires. Cette notion fut démontrée par Napirei
et al qui sont parvenus a générer des modeles murins hétérozygotes et homozygotes déficients
en DNAse 1. Les souris hétérozygotes et homozygotes ont commencé a I’age de 6-8 mois a
présenter des symptomes du lupus avec la présence d’anticorps anti-nucléosomes et ADN
simple brins (ADNsb) ainsi que des signes de glomérulonéphrite, soutenant I’hypothese du lien

entre le LES et DNASE].* Enfin, quatre patients porteurs de mutations dans ce géne ont été

rapportés, dont trois avec de hauts taux d’anticorps anti-ADN double brins (ADNdb).”* Le
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cas de DNASEIL3 est similaire, puisqu’il fut également retrouvé chez des patients lupique ou
des patients avec un syndrome de vascularite urticarienne hypocomplémentémique qui
présentent également un lupus. Tous ces patients ont également en commun une sérologie
positive aux anticorps anti-nucléaires et anti-ADNdb.*””' Enfin, une mutation délétere
homozygote de DNASEIL3 a été retrouvée dans les modeles de souris MRL et NZB/W F1,
I’apparition de cette méme mutation dans deux modeles murins indépendant suggere fortement

I’implication de ce géne dans le développement du phénotype lupique de ces souris.”

iii. Complément

Si la dégradation des antigénes nucléaires est importante, la phagocytose des débris
cellulaires et corps apoptotiques les contenant I’est toute autant. Les genes du complément ont
donc été tres tot associés au formes monogéniques du lupus. Parmi eux, on retrouve notamment
les acteurs de la voie classique du complément qui comprend : Clq, Clr, Cls, C4 et C2. La
voie classique du complément est spécialisée dans la détection des complexes immuns et des
corps apoptotiques. La protéine Clq est synthétisée par 1’association de deux hétérodimeres
Cla-Cl1b et d’un homodimere Clc tous synthétisés par leur gene respectif CIQA,CIQB,CIQC.
Lorsque Clq se lie a la région constante (Fc) des IgM ou IgG ou bien directement a la membrane
des corps apoptotiques par fixation avec la calréticuline, cela provoque un changement de
conformation qui expose un site de liaison pour le complexe Clr et Cls. Leur association forme
le complexe C1 qui, par clivage de C4 (C4a/C4b) et C2 (C2a/C2b) permettra la formation de la
C3 convertase par association entre C4b et C2b. La C3 convertase pourra ensuite cliver la
protéine C3 (C3a/C3b). C3b a la capacité d’opsoniser les pathogenes et les complexes immuns
avant d’étre reconnu par les récepteurs du complément présents a la surface des cellules
phagocytaires. Les mutations des genes du complément peuvent donc avoir pour conséquence
de compromettre la phagocytose des corps apoptotiques et complexes immuns, induisant donc

potentiellement un lupus (Figure 2).

Figure 2 : Schéma de la voie classique du complément — Adapté de Immunobiology 6th Edition, Janeway & al, 2005. La voie
classique du complément s’active par la reconnaissance de complexes immuns ou de corps apoptotiques par le complexe
Clg. Clq s’associe ensuite avec le complexe C1r/Cls pour permettre le clivage de C4 et C2. Les fragments de C4 et C2
s’associent pour former la C3 convertase. La C3 convertase clive a son tour C3 afin de donner C3b. C3b a la capaciter
d’opsoniser les pathogenes et les complexes immuns afin de stimuler leur phagocytose.
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De plus, au-dela de la capacité du complément a réguler la phagocytose des débris
cellulaire, il est nécessaire de rappeler son rdle a la fois en tant qu’inhibiteur de la production
d’interféron de type I (IFN/I) ainsi qu’en tant que protecteur de la tolérance immune. Ce premier
role est réalisé grace a sa capacité a se lier au récepteur membranaire LAIR-1 présent sur les
monocytes et les cellules dendritiques (DC) dont la transduction du signal provoque un signal
inhibiteur de la différenciation et de la fonction des DC. Ce faisant, la liaison de Clq a ces
cellules provoque une diminution de la production d’IFN/I par les cellules dendritiques
plasmacytoides (pDC)™. De plus, ’existence d’un biais de liaison des complexes immuns liés
a Clq en faveur des monocytes participe également de facon passive a cette diminution de
production de cytokines pro-inflammatoires™. Enfin, le second role de protecteur de la tolérance
immune est quant a lui médié par I’activation de CR1 sur les lymphocytes B (LB) qui permet
de diminuer leur seuil d’activation et donc de préserver la tolérance en émettant des signaux
inhibiteurs aux LB auto-réactifs>™. Le complément étant un acteur majeur dans I’'immunité et
la préservation de la tolérance, plusieurs publications ont pu lier des mutations dans certains de
ces geénes avec le développement du LES. Ainsi, on estime que la prévalence du LES ou des
phénotypes de types lupiques pour les mutations des genes du complexe Clq atteint 90%,
faisant de ce complexe le facteur majeur d’induction du LES parmi les genes du
complément’’”®, Parmi les patients identifiés présentant des mutations dans les génes C1Q, on

retrouve une fois encore dans la plupart d’entre eux la présence d’anticorps anti-nucléaires.”*

3. Induction des interférons de type I

i. Description

L’induction d’une inflammation chronique par les IFN/I est un phénomene pouvant
avoir des origines variées qui aboutiront a la sécrétion par les cellules compétentes de cytokines
pro-inflammatoires induisant une différenciation et une activation incontr6lée de plusieurs
acteurs majeurs du systeme immunitaire. Si la majorité des cellules sont capables de produire
des IFN/I en petite quantité, les cellules productrices majeure de ces IFN sont les pDC. Les
IFN/I vont ensuite activer les récepteurs de I'I[FN (Interferon-o/f receptor — IFNAR) exprimés
de facon ubiquitaire. L’activation de cette voie provoquera ensuite la production d’Interferon
Stimulated Genes (ISGs) qui sont responsables du phénotype inflammatoire observés chez les
patients. Les pDC jouent donc un réle majeur dans la pathogénese du LES par leur capacité a

engendrer une réponse inflammatoire chronique si une mutation o un stimulus provoque une
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activation incontrdlée de leur fonction. L’ activation de la production d’IFN/I peut étre due a la
détection d’acides nucléiques viraux, de complexes auto-immuns avec des acides nucléiques
du soi provenant de cellules nécrotiques ou encore de complexes de protéines reliant I’ADN ou
I’ARN comme HMGBI1 et LL37, libérés apres la NETose (NET - Nuclear Extracellular Trap)
des cellules Natural Killer (NK)*. La NETose étant un processus de mort cellulaire programmé
qui provoque la libération du matériel nucléaire des NK dans 1’espace extracellulaire afin de
piéger les pathogenes, elle peut devenir extrémement immunogene si son fonctionnement est

altéré.

Parmi les trois mécanismes cités, tous ont un point commun puisqu’ils convergent vers
les systemes de détection des acides nucléiques (AN). Les AN étrangers sont des marqueurs de
la présence d’une activité virale pour les cellules. Toutefois, le systéme immunitaire doit étre
capable de différencier ses propres AN de ceux générés par un pathogene. Ainsi la cellule
dispose de plusieurs stratégies pour distinguer les AN du soi et du non soi. Parmi ces stratégies

on retrouve :
= [’expression de détecteurs capables de reconnaitre les AN du non soi.

= Lalocalisation précise dans les différents compartiments cellulaires de ces détecteurs afin

de favoriser leur contact avec des AN étrangers et limiter la reconnaissance des AN du soi.

» La reconnaissance de caractéristiques exclusives aux pathogenes telles que les long
ARN(db, les motifs CpG dans les ADNsb ou encore certaines structures secondaires des AN

pathogéniques.

= La modification des AN du soi afin de les distinguer des AN du non soi comme la

méthylation des ARN et ADN.

= La dégradation des AN du soi cytosoliques afin d’empécher leur reconnaissance par les

senseurs des AN.

Toutes ces stratégies reposent sur la sensibilité et la spécificité de ces senseurs d’AN
afin qu’ils puissent engendrer une réponse immune adéquate. Une activation inadéquate des
voies de ces récepteurs par des mutations, une localisation erronée ou un surplus d’AN du soi

non dégradés peuvent tous induire une forte expression d’IFN/I par les pDC qui aboutiront au
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développement du LES ou d’autres maladies auto-immunes et inflammatoires. Il existe deux
groupes principaux de détecteurs des AN reliés au LES : les récepteurs de type Toll (TLR) et

les senseurs d’acides nucléiques cytosoliques.

ii. Toll-Like Receptors

Les TLR sont des récepteurs membranaires de reconnaissance de motifs moléculaires
ayant la capacité de reconnaitre des motifs conservés entre les pathogenes. Chaque TLR est
capable de reconnaitre plusieurs types de motifs différent et sont également dispersés dans
différents compartiments de la cellule afin de former un réseau de surveillance permanent
capable de détecter la présence de pathogenes et d’induire une réponse immunitaire adéquate.
TLR7 et TLRY sont deux de ces récepteurs membranaires dont la fonction est liée au
développement du LES. Ces TLRs, qui résident dans la membrane du réticulum endoplasmique
(RE), sont transférés dans les endosomes grace a la protéine UNC93B1 qui assure leur bonne
localisation cellulaire ce qui limite leur acces aux auto-antigénes mais améliore celui aux

antigénes étrangers.*

TLRY est un senseur de nucléotides activé par la liaison avec des dinucléotides CpG non
méthylés. Ces dinucléotides sont envoyés dans les endosomes ou se trouve TLRY afin d’activer
une réponse pro-inflammatoire adéquate par la voie NF-xB.” Chez des patients atteints de
lupus, on retrouve un nombre accru de LB et de monocytes exprimant TLRO lorsque la maladie
est fortement active comparé a ceux présentant une activation plus modérée. De plus, la quantité
de ces cellules exprimant TLRY correle avec les niveaux d’anticorps anti-ADNdb.® Une
suractivation ou une surexpression de TLR9 peut donc induire une inflammation chronique
capable d’induire le LES. De facon analogue, TLR7 reconnait les ARNsb présents dans les

endosomes et est capable d’induire la production d’IFN/I une fois activé.”’

L’utilisation d’un
inhibiteur spécifique de TLR7 permet d’empécher 1’ apparition de 1ésions rénales et pulmonaires
chez des souris MRL/lpr.”® De plus, la diminution de 1’expression de TREML4, une protéine
clé dans la transduction du signal de TLR7, par des shRNA a démontré I’importance de son
role dans la production d’IFN/I et par conséquent, dans 1’activation des macrophages, DC et
neutrophiles”. Ces deux exemples démontrent I’'importance de la bonne expression, activation

et localisation des TLR dans le développement du lupus. Une dérégulation de I'un de ces

facteurs peut aboutir a I’activation chronique ou plus importante de leur voie de signalisation,
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provoquant une expression accrue de cytokines pro-inflammatoires et I’activation du systeme
immunitaire”’. C’est la raison pour laquelle certains polymorphismes des génes de la
signalisation de TLR7 et TLRO ont ét€ associés au lupus, notamment IRF5 et IRF7”'. En ce qui
concerne 1’aspect monogénique du lupus induit par la voie des TLR, une mutation d’ACP5 a
été identifiée comme responsable de 1’induction du LES. ACP5 code la protéine TRAP, une
phosphatase qui interagit avec I’osteopontine dans les pDCs. La diminution de 1’expression ou
de la fonction de TRAP provoque une augmentation de la phosphorylation d’osteopontine qui
en retour, induit une translocation nucléaire augmentée d’IRF7 et de p65 de la voie NFkB apres
stimulation de TLR9. Cette mutation d’ACPS5 provoque donc une surexpression des ISG et par

conséquent augmente fortement les risques d’induction du lupus™”.

iii. Senseurs d’acide nucléiques cytosoliques

Les senseurs d’acide nucléiques cytosoliques ont, comme TLR7 et 9, une fonction de
reconnaissance d’AN du non soi, mais présentent d’autres facultés, motifs de reconnaissance
ou localisation. On retrouve par exemple ceux ayant pour fonction de détecter les acides
nucléiques pour activer une réponse immunitaire et ceux qui ont pour fonction de les dégrader
afin d’éviter 1’activation de cette réponse a cause d’une trop forte quantité d’AN du soi.
Toutefois, les génes en question étant principalement li€s a un autre syndrome inflammatoire,

le syndrome Aicardi-Goutieres (AGS), avec lequel certains cas de LES se chevauchent, ils

seront abordés dans un autre chapitre dédié€ a la présentation de ces maladies.

4. Perte de tolérance

i. Description

La perte de la tolérance correspond a la reconnaissance par les lymphocytes T (LT) ou
LB d’antigenes du soi induisant la formation d’auto-anticorps. La synthese des anticorps
nécessitant ’activation des LB, une perturbation dans le développement ou la fonction de ces
cellules ainsi que des divers partenaires de leur activation peut provoquer le développement du
LES. Par conséquent, plusieurs études sont parvenues a démontrer 1’existence de défauts dans

les mécanismes de sécurité qui prémunissent de 1’apparition des LT et LB auto-réactifs. Ces
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défauts peuvent tre observés depuis les cellules présentatrices d’antigenes (APC), en passant

par les LT, jusqu’aux LB. Les divers exemples cités ci-dessous suivront ce méme parcours.

Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigénes capable de
phagocyter les antigenes du soi et du non soi afin de les présenter sur des molécules de CMH
de classe II. Lorsque ces cellules sont immatures, elles n’ont pas encore rencontré de pathogenes
et présentent donc des épitopes du soi. Leur action est tolérogene puisqu’elle permet de
provoquer la délétion ou I’anergie des T auto-réactifs dans les ganglions lymphatiques. En
revanche, en présence d’une inflammation et donc de pathogenes environnants, ces cellules
vont devenir matures et ont une plus grande chance de phagocyter un antigéne étranger et de le
présenter aux LT, initiant ainsi une réponse contre ce pathogene. La capacité d’un DC a inhiber
ou a activer un LT provient en grande partie de I’expression de protéines inhibitrices ou
stimulatrices a leur surface. Leur profil d’expression varie en fonction de 1’état immature ou
mature des DC. Partant de ce principe, les DC immatures expriment la protéine PD-L1 qui a
pour role de supprimer la fonction des LT auto-réactifs reconnaissant les épitopes du soi.
Toutefois, une étude a démontré que dans le LES, les DC immatures expriment de facon réduite

PD-L1, diminuant leur capacité a réguler les LT auto-réactifs.”

Le phénotypage des LT dans le lupus nous renseigne sur les différentes sous-populations
pouvant jouer un réle dans sa pathophysiologie. Ainsi on retrouve une plus forte proportion de
LT double négatifs (LT,y) CD4/CDS chez les patients lupiques.” Cette augmentation des LT
DN provient en partie des LT CD8" qui, apreés stimulation par CD3/CD28, diminuent leur
expression de CDS. Cette modification d’expression change également le profil cytokinique de
ces cellules qui expriment alors plus fortement IL1, IL8 et IL17. Ce profil cytokinique permet
non seulement de provoquer une réponse pro-inflammatoire, mais également d’apporter un
soutien au développement des LB et a leur production d’auto-anticorps par 1’action d’IL17, qui
promeut le changement de classe des anticorps.”® Les LTy étant les principaux producteurs
d’IL17 dans le LES”, leur intérét dans le développement de cette maladie se fait croissant
puisque les patients LES présentent un taux d’IL17 qui correle avec la gravité de la maladie.”
De plus, les LT,y ont également ét€ montrés comme causaux dans la production d’anticorps

anti-ADN dans le LES.”®
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De fagon analogue aux deux premiers exemples, les LT folliculaires (LTg,) sont une
sous-population dont le nombre est augmenté dans les souris MRL/lpr”® avec une corrélation
entre leur présence accrue et I’activité de la maladie chez les patients**'. La forte émergence
de LTy, est issue d’une surexpression d’OX40L sur les APC, elle-méme provoquée par une
activation soutenue de TLR7. Cette surexpression envoie un signal promouvant le changement
des LT CD4" naifs et mémoires en Ty fonctionnels**, capables d’exprimer IL21 pour soutenir
les LB auto-réactifs. Cette cascade d’évenement explique de ce fait la corrélation observée entre

la propension de LT, activé et les titres d’auto-anticorps chez les patients.*

Pour conclure, deux exemples supplémentaires illustrent la perte de la tolérance par des
défauts d’activation des LB. Le premier montre la capacité des LB transitionnels (LB;) a se
différencier en LB de la zone marginale (LB,,,) par activation via TLR9. Ces LB,,, sont alors
capables de produire des anticorps avec changement de classe sans qu’il n’y ait engagement de
leur récepteur avec un LT.* Ces résultats font écho a ceux de Papadimitraki et al, cités plus
haut, montrant que le nombre de LB exprimant une plus grande quantité de TLR9 correle avec
la production accrue d’anticorps anti-ADNdb. Enfin, le second exemple montre que la
surexpression de BAFF, une cytokine essentielle a la survie et a la maturation des LB
périphérique (LB;), permet de sauver des LB auto-réactifs qui auraient di étre éliminés par
phénomene de concurrence en périphérie.* Cette dépendance a2 BAFF des LB auto-réactifs fut
également confirmée par une autre étude qui démontra que la forte concurrence entre les LB
auto-réactifs et les LB matures naifs pour BAFF, diminue 1’acces des premiers a cette cytokine
activatrice. Ainsi, lorsque BAFF est surexprimé, les LB auto-réactifs ont une plus grande
chance de survivre en contrant les signaux de morts induits par le récepteur B (B-Cell Receptor

— BCR) et transduits jusqu’a la protéine pro-apoptotique BIM.*

ii. PRKCD

PRKCD code la protéine PKCJ, une protéine kinase exprimée de facon ubiquitaire.
PKC3 est importante pour la régulation de la survie, la prolifération et 1’apoptose. Elle possede
un grand nombre de résidus tyrosines phosphorylables ainsi qu’un site de clivage qui expliquent
la complexité de son activation et des différents roles qu’elle joue en fonction des stimuli recus

et des substrats sur lesquelles elle exerce son activité. Parmi les partenaires capables d’induire
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I’activation de PKC3, on retrouve notamment, la voie mTOR, PDK1, PI3K, Src et PYK?2.
Chacune de ces voies peut phosphoryler I'un des 11 sites de phosphorylation de PKC9,
induisant ainsi différents profils d’activation et par conséquent différents profils d’action de

PKC&¥%,

Dans I'immunité, PKCS est d’une grande importance pour la tolérance au soi induite
par la sélection des LB. Outre le fait que PKC9 soit phosphorylé par activation du BCR et des
récepteurs BAFF, des souris KO pour PKCd montrent une induction diminuée de 1’apoptose
chez les LB suite a I’activation du BCR. La sélection négative des LB dans la rate se trouve
donc moins efficace. De plus, PKCJ agissant comme un régulateur négatif de la signalisation
du BCR, son absence provoque un fort signal continu du BCR, promouvant la différenciation
des LB; en LB, ou LBy, aidant ainsi ces LB; auto-réactifs a continuer a se développer
jusqu’au stade mature, tout en les rendant extrémement sensible a une activation future par un
antigéne du soi.” La méme équipe ayant observé que la déficience en PKCS rendait les LB
indépendant de tout signal induit par le récepteur BAFF, a démontré que cette indépendance
provenait d’un mécanisme actif, induit par BAFF, qui empéche la translocation inductrice
d’apoptose de PKCS dans le noyau.” Une absence de PKCS pourrait donc provoquer une
résistance naturelle a 1’apoptose induite chez les LB auto-réactifs par la concurrence avec les

LB matures naifs pour BAFF. Enfin, les souris KO pour PKCS présentent également une

prolifération augmentée des LB et cela méme en absence de tout stimulation.”

Des cas de lupus monogéniques liés a des mutations récessives de PRKCD ont été
observées chez plusieurs patients. Une premiere étude a montré qu’une mutation faux sens sur
un résidu tres conservé, provoque une diminution de la phosphorylation de PKC9, générant une
protéine inactive ainsi qu’ une perte de stabilité diminuant la quantité globale de PKCS présente
dans les cellules des patients. Cette perte provoque une augmentation de la prolifération des B
ainsi qu’une résistance a I’apoptose chez les LB des patients.”” Concordant avec cette premiére
étude de Belot et al., Pullabhatla et al ont montré une association entre les LES et des variants
de PRKCD*, tandis que plusieurs autres cas de mutation de PRKCD associées a un lupus ou a
des symptomes associés ainsi qu’une hyper prolifération des LB ont été rapportés. Ces éléments
confirment I’implication de PRKCD dans le maintien de la tolérance B ainsi que son lien avec

le développement de I’auto-immunité et le LES.”
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5. Autres syndromes monogéniques liés au lupus

1. Contexte dans 1’étude

Les genes présentés précédemment dans cette étude peuvent présenter des variants
augmentant fortement la susceptibilité au LES. Ils sont considérés comme causaux dans la
maladie puisque le LES est la principale conséquence du défaut fonctionnel qu’ils induisent.
Toutefois, certains variants monogéniques, a I’origine d’autres maladies telles que le syndrome
Aicardi-Goutieres ou le syndrome de Noonan, présentent parfois chez les patients souffrant de
ces maladies, des symptomes proches du lupus. Certains de ces patients, dans de rares cas, sont
également diagnostiqués lupiques en plus de leur pathologie premiere. La pathophysiologie de
ces maladies présente beaucoup de similitudes avec celle du lupus du point de vue des
mécanismes perturbés par ces mutations monogéniques. Les familles participant a notre étude
ne présentant pas uniquement des lupus mais également d’autres symptomes entrant dans le
large spectre des maladies auto-immunes, il est nécessaire de présenter briecvement quelques
exemples de mutations monogéniques liées a ces syndromes présentant des phénotypes auto-

immuns chevauchant avec le LES.

ii. Syndrome Aicardi-Goutieres

Le syndrome Aicardi-Goutieres (AGS) est une maladie précoce et progressive du
cerveau provoquée par une inflammation chronique. L’AGS est caractéris€é par des
calcifications des ganglions de la base, des anomalies de la matiere blanche ainsi que des
atrophies du cerveau. La présence récurrente de lymphocytose dans le fluide cérébrospinal
suggere I'implication de 1’inflammation dans cette maladie, confirmée par I’expression accrue
d’IFN/I observée chez les patients. De nombreux genes ont étés associés a I’AGS tels que :

TREXI, RNASEH2A, RNASE2HB, RNASEH2C,SAMHD1,ADARI et IFIH].

TREX]I code une exonucléase visant les ADN génomiques simples et double brins. Des
défauts de son activité provoquent en conséquence une augmentation de la quantité d’AN dans
le cytosol, augmentant les risques d’activation chronique de la production d’IFN/I. Plusieurs
cas de patients lupiques porteurs de mutations TREX1 ont été répertoriés, ceux-ci présentant

régulierement des formes neurologiques du lupus.”'** En revanche, bien que la RNAseH2 soit
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une enzyme également impliquée dans la dégradation des AN, notamment des complexes
ARN/ADN, son association avec le lupus reste tres faible, avec une étude ayant découvert des
variants rares affectant la fonction de ses génes dans seulement deux patients LES parmi une

cohorte de 600 malades.'”

SAMHDI code une enzyme capable de dégrader les désoxyribonucléoside triphosphate
(dANTP). L’équilibre des stocks de ANTP étant treés important pour la stabilité génomique, des
déficiences de cette enzyme provoquent des dommages a I’ADN rendant les cellules plus
sensibles a un stress génotoxique et activant I’expression de genes impliqués dans la

signalisation des dommages de I’ADN ainsi que les ISGs.'"

Un patient souffrant a la fois
d’AGS et de LES a également été rapporté comme portant des mutations biallélique de

SAMHD1."”

IFIHI (ou MDAS) est un geéne produisant une protéine appartenant a la famille des
senseurs cytosoliques d’AN. Plus précisément, la protéine IFIH1 est capable de détecter les
ARNGdD dans le cytosol de la cellule, signes de la présence d’une activité virale, afin d’induire
la production d’IFN/I. Quatre patients porteurs de mutations gain de fonction d’/FIHI avec un
LES ont étés répertori€s, la mutation provoquant une augmentation de la synthese d’IFN/I ainsi
qu’une forte ISG.'”'*® Ce mécanisme d’induction du LES par IFIH1 est potentiellement mis en
cause dans le cas des mutations d’ADARI pour lesquelles deux cas de LES ont été présentés.'®
ADARI code une enzyme capable convertir les adénosines contenus dans les ARNdb en
inosines. Ce mécanisme, ciblant principalement les séquences Alu'®, change radicalement la
structure et la stabilité des ARNdb ainsi que la nature des protéines qu’ils codent puisque les
inosines sont reconnus comme des guanosines. Les mutations d’ADAR] étant de type perte de
fonction, trois hypotheses ont été proposées pour expliquer I’induction d’IFN/I observée chez
ces patients. La premiere est que la perte de I’activité d’ADARI1 augmenterait la stabilité¢ des
certains ARNdb, générant une augmentation de leur quantité dans la cellule, induisant ensuite
I’'ISG par activation d’IFIH1. La seconde propose que le changement des adénosines en inosines
empécherait la reconnaissance par IFIH1 de la plupart des ARNdb ciblés par ADAR1, limitant
ainsi son activation par des ARNdb endogenes. Enfin, le dernier modele propose que 1’absence
de cette modification aurait un effet délétere sur un ARNdb en particulier qui aurait une fonction

de suppression de ’induction de 'TFN."!"!
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iii. SAVI

Le SAVI (STING-Associated Vasculopathy with onset in infancy) est une
interferonopathie caractérisée par une inflammation systémique précoce, des manifestations
pulmonaires telles que des fibroses, ainsi que des vasculopathies cutanées. Le SAVI est induit
par des mutations du géne TMEM173 codant la protéine STING. STING est essentiel a la
réponse aux ADN cytosoliques.'” En effet, cGAS, une protéine capable de détecter les ADNdb,
va générer une molécule de signalisation appelée cGAMP en réponse a la liaison a ces ADN
cytosoliques. cGAMP est ensuite reconnaissable par STING qui va induire une réponse pro-
inflammatoire par activation de la voie NF-kB et d’IRF3."* STING semble partager une
certaine association avec le lupus. En effet Jeremiah & al. ont rapporté la présence d’une
mutation gain de fonction de STING dans une famille présentant un syndrome inflammatoire
et des symptomes lupiques.''* De plus, une autre étude a présenté une corrélation entre les
patients atteints de LES et la capacité de leur sérum a induire dans des modeles cellulaires in
vitro la synthese d’IFN/I et I’activation d’une ISG. Cette capacité d’induction était perdue dans
les cellules KO pour TMEM 173 et était également exclusive aux patients atteints de LES, les
patients souffrant d’autres maladies auto-immunes (Syndrome de Sjogren et sclérose
systémique) ne parvenant pas a induire une réponse similaire.'” Ces données soulignent donc

le lien potentiel entre la voie STING, le SAVI et le LES, tous reliés par la synthese des IFN/I.

iv. SPENCD

La spondyloenchondrodysplasie (SPENCD) est une maladie caractérisée par des
déformations squelettiques, des anomalies neuronales telles que les calcifications cérébrales
ainsi que des symptomes auto-immuns. Cette maladie étant considéré comme une
interféronopathie due a la présence d’une forte production d’IFN/I, elle présente donc plusieurs
points communs avec I’AGS et surtout le LES d’un point de vue autant phénotypique que
pathophysiologique. Des mutations d’ACPS5, un géne codant TRAP, une phosphatase visant
principalement I’ ostéopontine, ont étés reliés au développement de la maladie.” L’ ostéopontine
est une protéine essentielle a la transduction du signal de TLRO pour I’activation de 1’expression
d’IFNa.""® Des mutations inactivatrices d’ACP5 induiraient donc une hyperphosphorylation de

I’ostéopontine et par conséquent une hyperactivation de la voie de TLRY et de la production
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d’IFNa. Plusieurs patients souffrant de SPENCD di a des mutations d’ACP5 ont également

S 73,117,118

développés un LE

v. Syndrome de Noonan

Le syndrome de Noonan est une maladie congénitale trouvant son origine dans les
mutations activatrices de la voie RAS. Les patients atteints de ce syndrome présentent une petite
taille, des troubles neurologiques, cardiaques ainsi qu une dysmorphie faciale. Une proportion
non négligeable de ces patients présente également des symptomes lupiques.''”'* Dans
I’immunité, 1’activation de la voie RAS peut-€tre associé a I’engagement du TCR ainsi qu’a
I’activation des récepteurs de facteurs de croissance (GFR : Growth Factor Receptor), en
particulier les cytokines. Une suractivation de cette voie dans les LT serait donc en mesure
d’induire une auto-immunité en plus d’un syndrome de Noonan. Apres stimulation du TCR ou
d’un GFR, une protéine GEF (Guanine Nucleotide-Exchange Factor) telle que SOS1 pour les
GFR ou RASGRP1 pour le TCR, va entrainer la perte d’un groupe guanosine diphosphoate
(GDP) de RAS (KRAS, NRAS, HRAS) et I’acquisition d’une guanosine triphosphate (GTP)
permettant aux protéines RAS d’activer les RAF kinases (RAF1, BRAF, ARAF) puis la voie
MAPK. Les protéines RAS peuvent repasser de I’état GTP a I’état GDP via leur activité GTPase

intrinseque et I'intervention de GAP (GTPase activating proteins).

Parmi les genes de la voie RAS pour lesquels un variant a été rapporté dans des cas de
lupus, on retrouve notamment KRAS'>, PTPNI1'* et SHOC2'®. Certaines mutations de ces
genes associées au syndrome de Noonan ont fait 1’objet d’analyses moléculaires permettant de
comprendre leur impact sur la protéine produite. Ces études, bien que n’étant pas réalisées sur
les méme variants que ceux retrouvés dans le LES, offrent donc des exemples pouvant expliquer
les mécanismes d’induction d’une suractivation de la voie RAS par des mutations de ces genes.
Ainsi donc, certaines mutations de KRAS provoquent une activité GTPase intrinseque
défaillante ou bien une absence de réponse aux GAPs, provoquant une sur-activation de la voie
par perte de ce rétrocontrole négatif."”® La plupart des mutations identifiées de PTPNII se
situent dans les domaines N-SH2 et PTP stabilisant SHP2 sous sa forme inactive. Les mutations
de PTPN11 empécheraient I’inhibition du domaine PTP, induisant une activation continue de
la voie de signalisation RAS/MAPK."””'"** Enfin, la protéine SHOC2 a pour role de
déphosphoryler PP1C, une phosphatase capable d’induire la voie RAS par déphosphorylation
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de RAF1, avant de provoquer son transport a la membrane ou se trouve son substrat. Or, un
variant de SHOC?2 décrit dans la littérature provoque la N-myristoylation de sa protéine, une
modification post-traductionnelle facilitant I’ancrage des protéines aux membranes cellulaires.
En conséquence, SHOC2 qui est normalement exprimé de facon homogene dans la membrane,
voit sa localisation intracellulaire concentrée a la membrane. Cette localisation ciblée a la
membrane provoque une déphosphorylation prolongée de RAF1 et donc une activation

soutenue de la voie RAS.'®

C1qQ, C4, C2
DNASE1, DNASE1L3

ACPS, STING, TREX1
RELA, RELB

Augmentation des
auto-antigénes

PRKCD, PIK3R1 [T ol e ER T ET T~ KRAS, NRAS

Figure 3 : Schéma-bilan des voies impliquées dans le développement du LES. L'augmentation des auto-antigenes et
I'inflammation chronique sont des facteurs capables d’induire une perte de la tolérance. Cette perte de tolérance permet
ensuite de générer des auto-anticorps, principaux effecteurs des dégats tissulaires observés dans le LES. Les fléches jaunes
sont reliées a divers génes dont des mutations monogéniques ont été reliées au LES.

6. Syndrome de Gougerot-Sjogren

1. Contexte dans 1’étude

Le syndrome de Gougerot-Sjogren (SGS), tout comme 1I’AGS peut parfois se
chevaucher avec le LES. Dans notre étude, les familles de patients observées présentent toutes
un phénotype semblable avec LES ou présence d’auto-anticorps, phénomene de Raynaud ainsi

que SGS. Notre étude étant basée sur 1’étude de formes monogéniques du LES, la présence
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récurrente du SGS dans les familles étudiées suggerent que nos mutations d’intérét touchent
des voies communes dans la pathophysiologie de ces deux maladies. Les exemples de cas
monogéniques de maladie auto-immunes présentant des chevauchements entre 1’AGS, le
SPENCD et le LES soutiennent également 1’idée selon laquelle le LES et le SGS pourraient
partager une voie de développement commune. La derniere partie de notre chapitre abordera
donc la pathophysiologie du SGS afin d’apporter quelques éclaircissements sur les mécanismes

pouvant expliquer I’apparition récurrente de cas de SGS chez les familles étudiées.

ii. Pathophysiologie du syndrome de Gougerot-Sjogren

Le SGS est une maladie auto-immune caractérisée par des infiltrats lymphocytaires
touchant les glandes salivaires et lacrymales, provoquant des sécheresses buccales et oculaires
(xérostomie et kéroconjonctivite seche respectivement) ; le SGS provoque également des
lymphomes comme principale complication. Cette maladie est estimée comme la seconde plus
courante maladie auto-immune systémique derriere ’arthrite rhumatoide (AR) et devant le
LES. La pathophysiologie du SGS est centrée sur 1’activation chronique des LB caractérisée
par la production soutenue d’auto-anticorps anti-Ro/SSA et La/SSB ainsi que par le
développement de structures semblables a des centres germinatifs (CG-like) dans les glandes

touchées par la maladie.

Le SGS est une maladie qui se déclare par I’action combinée de I'immunité innée et
acquise. A I'image du LES, un fond de susceptibilité aux maladies auto-immune rend les
individus plus ou moins sensibles a son développement face a I’intervention d’un déclencheur.
Les infections virales font partie des premiers suspects en tant que déclencheur du SGS. En
effet, les organes principalement touchés étant les glandes lacrymales et salivaires, des zones
de contact avec les pathogenes, et la pathogénese de la maladie étant fortement liée a
I’expression des IFN/I et 11, les infections virales des cellules épithéliales apparaissent comme
un excellent candidat pour expliquer le déclenchement du SGS. En effet, une infection virale
va provoquer a la fois I’activation mais également la mort cellulaire parmi les cellules
épithéliales touchées. Ces deux facteurs vont promouvoir la libération dans 1’espace
extracellulaire de chemokines attirant principalement les pDC ainsi que de complexes
ribonucléoprotéiques Ro/SSA et La/SSB dont les auto-anticorps sont régulierement observés

dans le SGS. Les DC une fois arrivés dans les glandes vont s’activer et produire des IFN/I, IL6
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et IL12 qui auront pour effet de faire migrer les lymphocytes dans la zone active ainsi que de
provoquer la sécrétion de BAFF par les cellules épithéliales et les pDC eux-mémes. In situ, les
LB capables de reconnaitre Ro/SSA et La/SSB induiront une production d’auto-anticorps qui
formeront des complexes immuns capables d’induire a leur tour, la sécrétion d’IFN/I,
provoquant une inflammation chronique." Parmi les indices soutenant ce modele d’induction

par infection virale et production d’IFN on retrouve principalement :

= La capacité du virus Epstein-Barr (EBV) a induire une réponse IFN en activant la
signalisation TLR3 chez les DC par production d’ARNdb ; ainsi qu’a provoquer la
sécrétion de ces méme ARNdb couplés a la protéine La, un antigéne du soi central dans

le SGS.""

= [’activation de TLR3 dans un modele lupique de souris NZB/W F1 par un agoniste
provoque I’activation du systeme immunitaire ainsi inflammation accélérée des glandes

salivaires.'*

= Laprésence de cellules produisant de I’'IFNa dans les infiltrats lymphocytaires observés

dans des biopsies de glandes salivaires chez des patients atteints de SGS.'**

= La capacité du sérum de ces mémes patients a induire I’expression d’IFNa par des
cellules mononucléaires périphériques sanguines (PBMC) ; par I’action des complexes
immuns formés apres mise en contact de cellules apoptotiques ou nécrotiques avec le
sérum des patients.'”
=  Une expression augmentée d’ISG apres stimulation in vitro de cellules épithéliales de
glandes salivaires ainsi qu’une présence confirmée de pDC dans les glandes salivaires
des patients."*
Toutefois, malgré les résultats concordant avec cette hypothese, aucune n’est parvenue
a présenter une association reproductible entre une infection virale et le développement du SGS.
Cette absence d’association peut provenir du fait que le stimulus viral ne soit plus détectable au
moment de I’apparition des symptomes de la maladie. Une étude a par exemple put montrer
dans un modele de souris lupiques qu’une infection par un cytomégalovirus murin visant les
glandes salivaires provoque dans un délai de trois mois des infiltrats leucocytaires sans aucune

détection virale du CMYV et cela, alors que les souris non infectées ne développement jamais de
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complications des glandes salivaires malgré leur fond auto-immun.'"”

Une autre explication
pourrait étre trouvée dans la surexpression de séquences rétrovirales endogenes qui induiraient

la maladie.

Si cette réaction immunitaire innée a la présence de pathogenes viraux des cellules
épithéliales semble expliquer I’origine de la production d’IFN/I et donc de I'inflammation
chronique, elle n’est qu’un point de départ potentiel pour le développement du SGS.
L’activation de I’'inflammation va provoquer le recrutement des lymphocytes au niveau du tissu
touché grace a ’expression par les cellules épithéliales de CXCRS5 et CXCL13. Ces protéines
vont provoquer le recrutement des LTy, et des LB pour créer des structures CG-like observées
dans les glandes salivaires de patients SGS."° L’action conjointe de la production de BAFF par
les cellules monocytes, macrophages, pDC et cellules épithéliales ainsi que I’aide apportée par
les LTy, dans les structures CG-like vont permettre de favoriser la survie, la division et la
maturation des LB qui pourront se différencier en plasmocytes et LB mémoires afin d’induire
la production d’auto-anticorps anti Ro/SSA et La/SSB."”’ La production de BAFF dans les

1*%1% tandis

cellules immunitaires citées quant a elle est principalement induite par les IFN/I et I
qu’elle est stimulée dans les cellules épithéliales salivaires par les infections virales présentant
des ARNdb." On retrouve donc bien cette notion dans le SGS selon laquelle I’'immunité innée
va induire un terrain propice au développement de I’immunité acquise qui finira par provoquer

une auto-immunité.

La pathophysiologie du SGS et du LES présentent donc quelques points communs. Bien
que le phénomene central qui dirige I’évolution de la maladie et I’apparition des symptomes
soit différent, les deux maladies partagent certains traits comme 1’induction de I’inflammation
par induction des TLR et sécrétion par les pDCs ainsi que par la stimulation des LB pour induire

une perte de la tolérance et la production d’anticorps anti-nucléaires.
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Partie II : Stratégie expérimentale

A / Criteres d’inclusion, Exome et Mode¢le cellulaire

Le LES est une maladie pouvant avoir de multiples origines et son étiologie est
complexe. Les études réalisées a ce jour ont permis d’identifier certains mécanismes impliqués
dans la maladie, comme la phagocytose via le complément, la détection des acides nucléiques
et leur dégradation, ou la voie de signalisation controlée par PRKCD. Cependant une étude
basée sur des modeles mathématiques a montré que le nombre de genes retrouvés dans le LES
n’explique qu’environ 15% de I’héritabilité de la maladie, démontrant ainsi que d’autres

variants et voies impliquées restent a découvrir.'"!

Le but de notre étude est d’identifier et de caractériser de nouveaux variants
monogéniques impliqués dans le développement du LES afin de développer des cribles
permettant de mieux stratifier les patients lupiques ainsi qu’identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques pour participer au développement de traitements plus ciblés. Le laboratoire a fait
I’hypothese que les formes pédiatriques du LES sont associées a un risque génétique beaucoup
plus important, ce qui peut faciliter I’identification de nouvelles causes monogéniques de
prédisposition. Cette hypothese est soutenue par deux études différentes. La premiere par Webb
& al., a démontré que les patients présentant un LES précoce présentaient un phénotype plus
sévere de LES que ceux ayant développé un LES a 1’dge adulte avec notamment des
protéinuries, une anémie hémolytique et des anticorps anti-ADNdb.'**'** Les auteurs ont
également montré que les formes précoces de la maladie sont liées a une présence accrue de
variants augmentant le risque de développer un LES chez des jeunes patients d’origine
Africaine."*” La seconde de Alcais & al. présente un modele selon lequel la prédisposition a
subir une infection par un pathogéne donné est principalement médiée par des défauts
monogéniques lorsque I’infection a lieu a un age précoce. Par opposition, cette méme
prédisposition suit un modele complexe (contribution environnementale, infection secondaire,
etc...) ou polygénique avec 1’age.'"** Nous pensons que ce modele proposé pour expliquer la
susceptibilité des patients a certains pathogenes peut également s’appliquer aux maladies auto-
immunes (Figure 4). Enfin, la diminution du ratio du déséquilibre sexuel observable dans le
lupus pédiatrique comparé a 1’age adulte soutient également 1’hypothese d’un impact génétique

plus important dans les lupus d’apparition précoce.*'*
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Figure 4 : Modeéle du risque génétique de développement d’une maladie auto-immune en fonction de I'dge — Adapté
d’Alcais & al, 2010. La courbe rouge représente le risque de développer une auto-immunité dans le cas d’une origine
monogénique tandis que la courbe verte correspond a risque lié a une origine complexe ou polygénique.

Partant de cette hypothese, le laboratoire a recruté une cohorte de patients atteints de
lupus a début précoce ou de formes familiales. Les causes connues de syndromes associées au

lupus ont le plus souvent été préalablement exclues (Tableau 2).

Critéres d’inclusion
Diagnostic de LES

Premiere manifestation avant 10 ans LES chez un apparenté du 1°" degré

Parents consanguins Syndrome lupique

Dosage du complément (CHS50) normal chez les patients LES en
rémission

Consentement éclairé du patient

Déficience héritée du complément

Présence d’une autre maladie associée avec un risque accru de LES :
Syndrome de Klinefelter, maladie granolumateuse chronique, SPENCD,
Syndrome Aicardi-Goutiéres

Tableau 2 : Critéres d'inclusion et d'exclusion des patients dans I'étude.

Plus d’une centaine de patients ont été étudi€s par séquencage de 1’exome complet des
patients (WES — Whole Exome Sequencing). Le WES permet d’identifier entre 20 000 et 50
000 variants candidats chez un individu. Plusieurs filtres sont ensuite appliqués afin de diminuer
le nombre de variants candidats. Un premier filtre est 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 1’Institut Imagine comprenant les variants
déja décris dans 'institut, nous récupérons les variants dont la fréquence de 1’allele mineur
(MAF - Minor Allele Frequency) est inférieure a 1%. Puis, nous priorisons 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

initiateur ou codon stop (Figure 5).
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Figure 5 : Stratégie de sélection des
variants obtenus par Whole Exome
Sequencing (WES). Le WES détecte un
grand nombre de variants parmi les
membres de la famille étudiés. Un premier

Filtrage par fréquence dans la population— dbSNP, EVS, Projet 1000
génomes, variants déja décris dans l'institut

filtrage est réalisé en fonction de Ia
fréquence des variants dans la population.
Seuls les variants dont la fréquence de

Priorisation des variants des séquences codantes I'allele mineur (MAF) est inférieure a 1%
dans la population mondiale sont
sélectionnés. Enfin, seuls les variants
présents dans les zones codantes sont
conservés avant d’étre classés en fonction
du modéle proposé par leur répartition dans
la famille.

d’un n p
Perte d’un codon start ou stop

Hypothése Homo,
Hétéro ou Hétérozygote
composite

Sélection des
variants

La liste des variants restants est ensuite croisée avec la ségrégation de la maladie et du
variant en question dans la famille pour vérifier s’il satisfait une hypothese d’hérédité probable.
Enfin, les derniers variants présents dans la liste sont 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. Par conséquent, notre systeme de filtrage des variants obtenus favorise la
découverte de mutations a fort impact sur les protéines impliquées dans le systéme immunitaire

et néglige les variants impliqués dans la régulation transcriptionnelle du gene associé.

Bien que cette stratégie a déja été réalisée avec succes dans le cas d’'une mutation gain
de fonction identifiée dans le gene TMEM 173 codant pour la protéine STING identifié chez des
patients atteints d’un syndrome inflammatoire appelé SAVI (STING-Associated Vasculopathy

with onset in Infancy)'"*

, elle est parfois limitée par 1’accessibilité du matériel biologique. Les
traitements médicaux donnés au patient, la faible fréquence des visites a 1’hopital,
I’impossibilité d’accéder a certains membres essentiels de la famille ou encore le déces du
patient sont des évenements qui peuvent limiter, altérer ou stopper toute nouvelle récupération
du matériel biologique nécessaire a la réalisation du projet. Afin de limiter les besoins en
cellules primaires, des lignées de lymphocytes B immortalisées par le virus Epstein-Barr (B-

EBVs) sont générées en laboratoire a partir des PBMCs extraits de prélevements sanguins de
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patients. Ces cellules ayant un temps de doublement rapide d’environ 24h, elles permettent
d’obtenir une grande quantité de matériel biologique : ADN, ARNm et protéines ; sans nécessité
de redemander des échantillons sanguins. Les premiers tests fonctionnels et moléculaires sont

réalisés sur les B-EBVs avant d’étre répétés sur des cellules primaires de patient.

Les B-EBVs existent sous deux formes principales : pré-immortelles et post-
immortelles."* Les pré-immortelles sont les cellules générées apres infection des LB par EBV,
ces cellules proliferent fortement et restent proches génotypiquement et phénotypiquement des
LB primaires. Toutefois, leurs télomeres se raccourcissant, ces cellules finissent par mourir au
maximum apres 160 divisions (entre 2 et 3 mois de culture). Seules vont survivre les B-EBV
post-immortelles. Ces cellules vont développer une meilleure activité télomerase suite aux forts
changements génotypiques qu’elles subissent : aneuploidie, mutations, modification de leur
profil de méthylation, etc...'**'” En comparaison, les B-EBV pré-immortels conservent un
profil d’expression génique semblable a leur homologue primaire, confirmant leur fiabilité
lorsqu’utilisés sur de courtes périodes. Sur le long terme en revanche, leur profil d’expression
tend a s’uniformiser entre les lignées, augmentant grandement le risque de faux négatifs au
niveau transcriptionnel." Par conséquent, afin de limiter les artefacts liés a I’utilisation des B-
EBVs, toutes les expériences sont réalisées a partir de stocks qui furent congelés des la lignée
établie. Les cellules une fois mises en culture ne furent pas utilisées pour des périodes
supérieures a 2 mois. Ces précautions d’utilisation permettent de diminuer les risques liés a
’utilisation des B-EBVs. Toutefois, il est nécessaire de ne pas négliger 1’effet du virus sur la
physiologie de la cellule, la voie NF-kB ainsi que la réponse a IL1 pouvant étre activée ou

réprimée respectivement.””"'**

B / Description des familles étudiées

1. Famille A — ERNI1

La famille A est composée de dix individus répartis sur deux générations. Parmi eux,
cinq personnes présentent un phénotype auto-immuns avec : un lupus [II-2], un syndrome de
Gougerot-Sjogren [II-3], un purpuras thrombocytopénique idiopathique (PTI) [II-1], une
thyroidite d’Hashimoto (TH) [I-2] et une sclérose systémique cutanée limitée (SSCL) [I-1].

Tous les patients hormis II-1 présentent des auto-anticorps anti-antigéne nucléaires (ANA),
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ainsi que d’autre auto-anticorps spécifiques a chaque cas comme des anti-ADN, SSA, SSB,
TPO, M2, GP210 et des anti-centromeres. L agrégation familiale ainsi que le diagnostic a I’age
de 6 ans d’une thyroidite d’Hashimoto chez I-2 suggere une origine génétique aux phénotypes
auto-immuns observés (Figure 6). Un WES fut réalisé€ chez les individus I-2, I1-2 et II-3. Apres
application des filtres cités précédemment, trois genes présentant un variant hétérozygote furent
retenus : ERNI (c.1780C>T ; p.R594C), IRAK4 (c.1336A>T ; p.D422V) et GMPS
(c.1097A>G ; p.Q366R).

3 D Cas-Index
B Lupus
[ siogren
B Sclérose systémique
1 Thyroidite d’Hashimoto

B rTi
I 1gw? 311487 [T ERNL-p.R594C

-1 1-2 1I-1 11-2 1I-3 1l-4 11-5
B 'nli ' ‘Fll ’h' ||‘| [\1

1‘|l nll («4 ,-|' 'l
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Figure 6 : Arbre généalogique et séquengage d’ERN1 dans la famille A. (A) Arbre généalogique de la famille A. (B)
Séquencage de Sanger du géne ERN1 montrant le variant observé chez les divers membres de la famille séquencés. La
fleche rouge vise le nucléotide muté.

Les scores PolyPhen, SIFT et CADD obtenus par analyse in silico de ces trois mutations
sont rapportés dans le tableau. Les résultats montrent que la mutation d’ERNI est la plus
délétere sur la fonction de sa protéine, suivie par la mutation GMPS également fortement
néfaste, puis par la mutation /RAK4 dont les scores sont plus modérés avec une potentielle
tolérance vis-a-vis de la fonction de la protéine. La base de données génomique gnomAD
(Genome Aggregation Database) qui répertorie les données de séquencage provenant d’un
grand nombre d’exomes ou de génomes entiers provenant d’individus non apparentés montre
que 1’allele muté d’ERNI observé chez notre patiente n’a été rapporté qu’une seule fois a I’état

hétérozygote ; I’allele muté d’/RAK4 n’est pas observé, tout comme celui porté par GMPS. Ces
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résultats montrent que chacun de ces alleles sont extrémement rares dans la population

mondiale, soulignant leur potentiel effet délétere pour leur porteur (Tableau 3).

Gene Polyphen [HumVar] SIFT CADD Score | Fréquence gnomAD
ERNI 0.999 0 32 5.89317e-06
Probablement délétere | Affecte la fonction Délétere Rare
IRAKA ' 0.563 __ 0.3’6’ 265 0
Possiblement délétere Toléré Délétere Rare
GMPS ' 0.888 0 ' 27.} 0
Possiblement délétere | Affecte la fonction Délétere Rare

Tableau 3 : Analyse in silico des variants candidats obtenus par Whole Exome Sequencing

La ségrégation familiale de chacun de ces alleles varie également dans la famille. La
mutation ERNI est présente chez cinq individus différents, quatre malades et un porteur sain :
I-1,1-2,11-2, II-3, II-4. Cette répartition soutient un modele de mutation autosomale dominante
avec une pénétrance incomplete. Elle n’explique en revanche pas le développement du PTI
observé chez II-1. Toutefois, il est possible que ce PTI soit associé a un fond génétique ou
environnemental partagé entre les individus augmentant leur susceptibilité a 1’auto-immunité.
ERNI est impliqué dans la régulation du stress du réticulum endoplasmique (RE), un processus
permettant de rétablir ’homéostasie de cet organite. Le stress du RE, bien que sans rapport
apparent avec I’immunologie, est pourtant intrinsequement lié a I’auto-immunité. En effet,
plusieurs études ont montré que 1’apparition du stress du RE précede le développement d’une
auto-immunité comme dans le diabéte de type I et ’arthrite rhumatoide.'”>'** La mutation
découverte dans ce gene semble donc étre un bon candidat pour expliquer la pathogénese du

LES chez la patiente.

La mutation /RAK4 est uniquement restreinte aux patients présentant des auto-anticorps,
soutenant un modele de mutation autosomale dominante a pénétrance complete. La protéine
IRAK4 étant un composant majeur de la signalisation IL1, cette mutation semble étre un bon
candidat. Toutefois, les mutations d’/JRAK4 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’IL1, induisant une plus
forte susceptibilit¢ aux infections bactériennes, causant des infections mortelles chez les

patients sans autre symptdme apparent.'”

L’analyse in silico indique une potentielle tolérance
de la mutation observée. De plus, il faudrait éventuellement faire 1’hypothése d’une mutation

gain de fonction qui entrainerait éventuellement une hyper sensibilité des cellules a I'IL1. Les
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pathologies associées a une dérégulation de la voie IL1 sont généralement des maladies
rhumatologiques inflammatoires. L’absence de tels symptomes chez les patients étudiés et
I’impossibilité de tester la voie d’induction de I'IL1 dans notre modele B-EBV'** nous ont
conduit a ne pas favoriser 1’étude de ce variant. Néanmoins nous ne pouvons pas exclure

completement que ce variant participe secondairement au développement de la pathologie.

Enfin, le variant GMPS est observable chez tous les membres de la famille malades mais
également chez II-5, un autre individu sain. La mutation GMPS soutient donc le méme modele
de répartition que la mutation ERNI. Toutefois, cela n’explique pas la variabilité clinique et
biologique observée, introduite par le profil atypique du patient II-1 comparé aux autres
membres de la famille. De plus, GMPS est un géne codant pour la GMP synthase, une protéine
impliquée dans la synthese de la guanine. La GMP est donc essentielle pour la synthese d’ADN,
ARN mais également la production de GTP une molécule essentielle a la transduction de
signaux de nombreuses voies cellulaires. Toutefois, seul un lien indirect entre GMPS et I’auto-
immunité a été décrit a I’heure actuelle. En effet, la localisation nucléaire ou cytoplasmique de
GMPS est médiée par son ubiquitinylation par TRIM21.”° Or, TRIM21 est une protéine
reconnue comme auto-antigene dans le SGS et le LES, de plus son activité ubiquitine ligase
permet également de réguler les IRF (IFN regulatory factors), des facteurs de transcription
essentiels a la production des IFN."’ Toutefois, le modele de régulation de GMPS ne présentant
pas TRIM21 comme un substrat potentiel de la protéine mais bien comme un régulateur qui
n’est pas influencé par I’activité de GMPS, le lien potentiel entre des défauts d’activit¢ GMPS

et le développement de 1’auto-immunité via TRIM21 reste obscur.

En conclusion, 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 1’auto-immunité tendent a présenter le
variant ERN1 (c.1780C>T ; p.R594C) comme le meilleur candidat pour notre étude. Toutefois,
ce modele étant basé sur une hypothese de pénétrance incomplete et n’expliquant pas
I’apparition d’un patient PTI chez un patient non muté, il n’est pas possible d’exclure la
présence dans cette famille d’un autre facteur environnemental ou génétique (le variant
d’IRAK4 ou un autre variant particulier a ce patient) participant au développement d’une auto-

immunité.
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2. Famille B — PIK3R2

La famille B est composée de quinze individus répartis sur trois générations. Quatre
d’entre elles présentent une auto-immunité avec trois cas de LES [I-1 ; II-5 ; III-1] et deux cas
de SGS [I-2 ; II-2] et cinq personnes sur les sept testés présentent des anticorps anti-nucléaires
quel que soit leur phénotype clinique [II-3 ; 1I-4 ; 11-5 ; III-1 ; 11I-4] (Figure 7). La patiente 1I-
2 présente également un phénomene de Raynaud. Un WES a été réalisé sur les individus II-2,
II-3 et III-1, révélant 8 variants différents et geénes candidats associés : RNF220,SRBD1,DRD3,
SVEPI, BICCI, NOTCH3, FAM227A et PIK3R2. Parmi ces genes, PIK3R2 (c.50G>A ;
p-R17Q) est le candidat que nous avons retenu en priorité. Bien que le score Polyphen soit

faible, les autres scores prédisent un effet délétere de ce variant (Tableau 4).
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Figure 7 : Arbre généalogique et séquengage de PIK3R2 dans la famille B. (A) Arbre généalogique de la famille B. AAN :
Anticorps anti-nucléaires. (B) Séquengage de Sanger du géne PIK3R2 montrant le variant observé chez les divers membres de

la famille séquencés. La fleche rouge vise le nucléotide muté.

o)}

Gene | Polyphen [HumVar] SIFT CADD Score | Fréquence gnomAD
PIK3R2 0.062 0.01 26 1.19756e-05
Affecte la fonction* Délétere Rare

Tableau 4 : Analyse in silico du variant candidat PIK3R2 obtenus par Whole Exome Sequencing. L’'étoile indique une fiabilité
faible du score SIFT obtenu due a un faible nombre de séquences couvrant la zone ciblée.
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En effet, PIK3R2 code p85B, I'un des deux partenaires avec p85a de pl10.
L’association de p85 et pl10 forme le complexe PI3K, un activateur majeur de la voie
AKT/mTOR. Ensembles, PI3K/AKT/mTOR forment une voie essentielle au fonctionnement
de I'immunité, celle-ci pouvant €tre activée par stimulation du récepteur T, B, IL4 et IL2. Des
mutations de cette voie ont été reliées au développement de I’APDS (Activated
phosphoinositide 3-kinase-0 syndrome). Cette maladie est une immunodéficience primaire est
caractérisée par des infections récurrentes occasionnant des dégats tissulaires des voies
respiratoires, des oreilles et des sinus, ainsi que par la survenue de cytopénies auto-immunes.
Les patients souffrent également d’infections virales séveres persistantes ou récurrentes par des
virus appartenant a la famille des herpes virus pouvant causer une mort prématurée chez certains

individus. Ces symptomes sont indicateurs d’une déficience B et T."*

Les mutations gain de fonction de PIK3CD (p110d) et PIK3RI (p85a) sont les
principaux inducteurs de 1’APDS par hyper-activation de leur protéine respective. Toutefois,
deux mutations perte de fonction ont également été décrites comme induisant des
immunodéficiences, bien que le phénotype clinique ne corresponde pas strictement a I’APDS

159

avec une colite associée a une hypogammaglobulénimie chez 1’'une (PIK3RI)™ et des

infections  sinopulmonaires accompagnées d’arthrite  septique  également avec

160

hypogammaglobulinémie chez I’autre (PIK3CD).™ A ce jour, aucune mutation de PIK3R2 n’a

été relié au développement d’une auto-immunité ou de I’APDS. En revanche, des cas de

2 montrant le

syndrome mégalencéphalique'® ou de polymicrogyrie ont étés rapportés
potentiel pathologique de la mutation d’intérét. Etant donné que la voie PI3K/AKT/mTOR est
importante dans de multiples types cellulaires et que des phénotypes d’immunodéficience
induits par des mutations de ses membres ont été€s décris, nous posons I’hypotheése que la
mutation identifiée dans cette famille €tre associée au phénotype auto-immun observé selon un
modele autosomal dominant. Toutefois, la présence d’un cas de Sjogren ainsi que celle
d’anticorps anti-nucléaires chez des membres non porteurs de la mutation ne permet pas

d’exclure la participation d’un autre variant monogénique ou d’un fond génétique ou

environnemental propice au développement d’une auto-immunité.
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Partie III : ERN1 et Unfolded Protein Response

A / Fonctions et controle qualité du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est I’un des plus larges organelles de la cellule. 1l
cumule plusieurs fonctions telles que la synthese et le transport protéique, le stockage du
calcium et la synthese des lipides. Parmi elles, la synthese des protéines membranaires et
sécrétées est d’une importance majeure puisque ces protéines forment environ 30% du
protéome total. Pour les cellules sécrétoires, I’importance de ce systeme de traduction et de
maturation est capitale, puisqu’il est réguliecrement mis a 1’épreuve par la nécessité de leur
fonction a générer une forte production de protéines telles que des anticorps, des cytokines, des

enzymes ou encore des hormones.

Lors de la synthese protéique, des ribosomes vont former des complexes avec des
ARNmMm sur la membrane du RE. La traduction de ces ARNm va commencer par la synthese
d’une séquence signal du c6té N-terminal du peptide en cours de synthese qui sera reconnue
par la SRP (Signal recognition particle). Cette séquence va permettre la liaison du complexe

16 Une fois en

ARNm-ribosome-polypeptide-SRP sur un récepteur SRP a la surface du RE.
contact avec ce récepteur, le peptide pourra étre internalisé dans le RE apres passage a travers
un translocon formé par les protéines Sec61 et TRAM réparties dans la bicouche lipidique du
RE.'* Le peptide signal est ensuite clivé par une protéine signal peptidase, laissant le reste du
polypeptide prét a étre maturé dans la lumiere du RE. Dans le cas d’une protéine
transmembranaire, ¢’est au cours de cette premiere étape de traduction que les larges séquences

hydrophobiques ou les séquences d’ancrage a la membrane, typiques de cette famille de

protéines, seront reconnues afin d’€tre déplacées du translocon a la membrane du RE (Figure

8a).'®?

Une fois les polypeptides synthétisés sous formes naissantes, ils doivent subir une étape
de maturation dans le RE. Cette maturation consiste a leur donner leur structure finale en trois
dimensions ainsi que les modifications post-traductionnelles nécessaires a leur fonction. Ce
processus passe par plusieurs étapes : la glycosylation, la formation de ponts disulfures et
I’oligomérisation, chacune d’entre elle étant médiée par des protéines chaperonnes spécifiques

exprimées dans le RE. Les parties cytosoliques des protéines membranaires peuvent également
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interagir avec des protéines chaperonnes présentes dans le cytosol pour s’assurer de leur bonne

conformation.

Lorsque les polypeptides rentrent dans la lumiere du RE, les résidus qui les composent
peuvent former un grand nombre d’interactions incompatibles avec leur fonction premiere. Ce
sont les protéines chaperonnes telles que BiP (Binding immunoglobulin Protein ou GRP78) qui
vont se fixer aux régions hydrophobes ou prompts a s’agréger. En se fixant a I’une de ces
régions, elles empéchent celles-ci de participer a la formation d’une structure indésirable avec
les autres régions de la méme protéine. Une fois les autres régions repliées en fonction de leurs
interactions chimiques, BiP se détache pour laisser la zone libérée participer aux dernicres
étapes de conformation. Dans le cas ou des zones mal repliées se seraient déja formées, la
liaison de BiP a la zone ciblée et 1'utilisation d’ATP va permettre de défaire ces liaisons
dysfonctionnelles pour permettre de rediriger le cycle de conformation dans la bonne direction

(Figure 8b).'”®

Si certaines liaisons dans les protéines immatures peuvent se faire naturellement par
interactions chimiques entre les acides aminés proches, d’autres telles que les ponts disulfures
nécessitent I’implication des chaperonnes de la famille des PDI (Protein Disulfide-Isomérase).
Les PDI sont nécessaires a la formation des ponts disulfures entre deux résidus cystéine, des
liaisons covalentes fortes et cruciales pour la structure finale de la protéine sécrétée (Figure

8C).165

Enfin, les protéines subissent une étape essentielle de glycosylation lors de leur entrée
dans le RE. Cette glycosylation, qui correspond a 1’addition du complexe LLO (Lipid-Linked
Oligosaccharide) est la principale marque de reconnaissance permettant la distinction entre les
protéines naissantes et maturées dans le RE. Ce complexe est formé de deux résidus N-
acetylglucosamine fixés a la protéine, de neuf mannose et de trois glucoses. Lorsque les
protéines ont subi les premieres étapes de maturation dans le RE, les glucosidases GI et GII
vont retirer deux des trois résidus glucose qui constituent le LLO. Ce résidu devenu
monoglycosylé va devenir le substrat de deux chaperonnes qui ne peuvent interagir avec les
protéines sans LLO : la calnexine (CNX) et la calreticuline (CRT). La CRX et la CRT vont,
comme BiP, apporter leur contribution pour donner a la protéine sa forme finale. Une fois cette

étape passée, I’activité de GII interviendra de nouveau sur le complexe LLO, enlevant le dernier
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résidu glucose restant. Le polypeptide mature sera ensuite présenté a I’'UGGT (UDP-glucose-
glycoprotein-glucosyltransferase) qui détecte les résidus hydrophobes encore accessibles sur la

protéine, signes d’une mauvaise conformation de cette derniére (Figure 8d).'"®

Si la protéine est bien conformée, elle sera dirigée vers le Golgi grace a la formation
de vésicules COPII, ou elles pourront subir d’autres étapes de maturation avant d’€tre libérées
dans la membrane ou 1’espace extracellulaire (Figure 8e). Si la protéine est mal conformée,
I’UGGT va rajouter un glucose sur le LLO pour que la protéine repasse dans le cycle
CNX/CRT. Toutefois, le nombre de fois ou ce cycle peut étre répété est limité. En effet, chaque
protéine sortant du contrdle qualité instauré par I’'UGGT rencontre une ER o-mannosidase I,
enlevant un résidu mannosidase du complexe LLO. En perdant ce résidu, la protéine diminue
son affinité avec la CNX et la CRT tandis qu’elle augmente sa capacité a interagir avec GII et
UGGT. La perte d’un trop grand nombre de résidus mannose va donc aboutir a la fin du cycle
de formation de la protéine qui ne pourra plus étre correctement conformée et sera ensuite
dirigée vers les protéines EDEM (ER degradation enhancing a-mannosidase like proteins). Les
protéines EDEM réaliseront la retro-translocation de la protéine mal conformée dans le cytosol
oll elle sera dégradée par le systeéme de poly-ubiquitinylation du protéasome.'® Ce processus,
appelé ERAD (ER-associated degradation) est le principal élément d’élimination des protéines

mal conformées dans le RE (Figure 8f).

Figure 8 : Maturation des protéines dans le réticulum endoplasmique — d’aprés McCaffrey & al 2016. (a) Translocation : Le
polypeptide est synthétisé par le ribosome en commengant par le peptide signal. La SRP cible le peptide signal et améne le
complexe ribosome-ARNm-polypeptide au translocon composé des protéines Sec61 et TRAM pour que la protéine en
formation soit internalisée dans le RE. Le complexe LLO est ajouté a la protéine par OST. (b) Chaperonnes : BiP s’accroche
aux peptides en cours de formation de facon ATP-dépendante. ERdj et NEF facilitent les échanges d’ATP pour provoquer la
liaison/dissociation de BiP. (c) Formation des ponts disulfures : PDI oxyde les résidus cystéines pour créer des ponts
disulfures. Erol, PrxIV et Gpx7/8 soutiennent I'activité de PDI en le maintenant en forme oxydé ou en transformant le
dioxygeéne formé en peroxyde. (d) Cycle Calnexine / Calréticuline : Les glucosidases Gl et Gl retirent deux résidus glucose du
complexe LLO sur le polypeptide en cours de formation. La CNX et la CRT procedent aux dernieres étapes de formation de la
structure 3D du polypeptide. La glucosidase Gll enléve le dernier résidu glucose puis UGGT vérifie qu’il n’y a plus de zone
hydrophobe accessible sur la protéine. Si UGGT détecte une zone mal conformée, il rajoute un glucose au complexe LLO pour
relancer le cycle CNX/CRT. Dans le cas contraire, la protéine est envoyée a I'export. Dans les deux situations, une mannosidase
retire un mannose au complexe LLO. (e) Export : Si la protéine est bien conformée aprés passage dans le cycle CNX/CRT, elle
est orientée vers le Golgi par formation d’une vésicule de transport par les protéines COPII. (f) ERAD : Si la protéine perd trop
de résidus mannose aprés plusieurs passages dans le cycle Cnx/Crt, la perte des résidus mannose diminue son affinité de
liaison avec CNX/CRT et augmente celle avec les protéines EDEM. La protéine mal conformée est ensuite amenée au
protéasome pour étre dégradé aprés poly-ubiquitinylation.

Le stress du RE correspond a I’accumulation d’un trop grand nombre de protéines mal

conformées que le RE ne peut plus gérer. La déprivation en glucose'”’, une dérégulation de la
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gestion des stocks de calcium du RE'® ou de la production d’espéces réactives de I’oxygéne

' une hypoxie'”' ou une activité altérée du protéasome'’ sont

(ROS)'®, une infection virale
tous des phénomenes capables de perturber le bon fonctionnement du RE, provoquant ainsi un
stress pour cet organite. La présence de ce stress induit une réponse transcriptionnelle appelée

UPR (Unfolded Protein Response), dont ERN1 est le principal activateur.

B / Identification d’ERN1 chez Saccharomyces cerevisiae

ERNI et sa protéine IRE1p (Inositol-Requiring Enzyme 1 protein) ont étés pour la
premiere fois identifiés dans la levure Saccharomyces cerevisiae dans le cadre d’une étude
visant a identifier des genes impliqués dans le métabolisme des phosphatidylinositol (PPDI),
un phospholipide, constituant majeur des membranes cellulaires. Isolé a partir d’une souche de
levure auxotrophe pour les inositols, la protéine fut décrite comme une protéine kinase
présentant une structure semblable a un récepteur ; les auteurs faisant référence a son profil
hydropathique comprenant quatre régions avec : un peptide signal, un domaine hydrophilique
N-terminal, un autre C-terminal et une région transmembranaire. Ce profil étant semblable a
celui du récepteur EGF (Epidermal Growth Factor), les auteurs poserent I’hypothese que cette
protéine kinase était essentielle pour I’activation ou I’expression d’un facteur majeur impliqué

dans la synthese des lipides.'”

Plus tard, Cox & al. entreprirent des recherches dans le but d’identifier le facteur
responsable de I’'UPR dans le méme modele de levure. L’UPR était alors caractérisé dans
Saccharomyces cerevisiae comme un programme transcriptionnel permettant de synthétiser en
grande quantité des protéines chaperonnes telles que BiP et PDI. L’accumulation de protéines
mal conformées induite expérimentalement, par la tunicamycine qui bloque leur glycosylation
ou le B-mercaptoethanol un agent réducteur affectant la formation des ponts disulfures,
provoque 1’expression transcriptionnelle de ces protéines chaperonnes. Un facteur de
transduction du signal est donc nécessaire pour détecter la présence de stress du RE puis activer
I’UPR. En utilisant un systeme rapporteur lacZ 1ié a UPRE (Unfolded Protein Response
Element), une séquence régulatrice li€e a la transcription de KAR2, le géne codant pour BiP ;
Cox & al. générerent des mutants défectifs pour I’induction de la P-galactosidase apres

activation du stress du RE, identifiant ainsi ERNI. Des tests complémentaires montrérent que
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la souche de levure mutée ne pouvait induire I’expression de BiP ou PDI mais était également
devenue extrémement sensible a 1’induction du stress du RE qui causa la mort cellulaire. Bien
que ne pouvant encore expliquer le lien entre 1’auxotrophie des souches mutées d’ERNI pour
les phospholipides inositols et leur sensibilité accrue au stress du RE, les auteurs présenterent
la premiere preuve du role central d’ERNI dans la détection du stress du RE et I’induction de

I'UPR."

IRE1p fut ensuite I’objet de plusieurs études qui permirent d’élucider son mode d’action
chez Saccharomyces cerevisiae. IRE1p, une protéine transmembranaire du RE, est exprimée
sous forme de monomere inactif. L’accumulation de protéines mal conformées va permettre
son oligomérisation et son activation par trans-autophosphorylation via son activité kinase
cytosolique.'”>'7® Cette trans-autophosphorylation va ensuite induire son activité RNAse,
capable d’épisser I’ARNm de HACI, un gene codant le facteur transcription HAC1p, exprimé
dans la levure sous deux formes transcriptionnelles : induite (HAC1p') et non induite (HAC1p").
Toutefois, ’ARNm de la forme induite n’est détectable qu’en présence de stress du RE."”” En
effet, ’ARNm de HACIp" contient un intron dit « non classique » car ne présentant pas les
méme séquences consensus que les autres et dont 1’épissage est indépendant de 1’activité du
spliceosome.'”™ Cet intron, lorsqu’il est épissé, provoque un décalage du cadre de lecture
modifiant la structure de la partie C-terminale de la protéine. En absence de stress, HACIp" est
rapidement dégradé par poly-ubiquitinylation."”” En présence de stress en revanche, I’ARNm
de HAC1p est épissé par ’activation d’IRE1p.'” Les deux extrémités épissées de I’ ARNm sont
ensuite religuées par ’ARNt ligase Rlglp pour générer HACIp', une protéine dont le
changement de cadre de lecture lui confere une activité transcriptionnelle capable d’induire

I’UPR."® (Figure 9)

Figure 9 : Voie IRE1p-HAC1 chez Saccharomyces cerevisiae — d’aprés Patil & Walter 2001. Dans la levure,1’ARNm de HAC1"
(non épissé) est exprimé de fagon constitutive, mais la protéine n’est presque pas détectable a cause de la partie C-terminale
(en rouge) qui induit sa poly-ubiquitinylation et sa dégradation rapide par le protéasome. En présence de stress du RE, les
protéines mal conformées peuvent se lier au domaine luminal N-terminal d’IRE1p. Cette liaison provoque la dimérisation et
I’autophosphorylation d’IRE1p. L’activation du domaine RNAse d’IRE1p permet alors 1’épissage spécifique de ’ARNm de
HACI" (non épissé) en HAC1' (épissé). Une fois I’épissage réalisé, la protéine ligase Rlglp va religuer les deux extrémités de
I’ARNm d’HAC pour former HAC1'. Cet épissage non conventionnel permet de générer un décalage du cadre de lecture
provoquant la traduction d’une nouvelle séquence peptidique en C-terminal (vert). Cette séquence permet d’obtenir une forme
fonctionnelle du facteur de transcription codé par le géne HACI. Haclp' étant actif, cette protéine est capable d’induire la
transcription des génes cibles de I’'UPR en se fixant sur les séquences régulatrices UPRE.
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C / Gestion de I’UPR chez les mammiferes

1. Introduction aux voies IRElo, ATF6 et PERK

Tout comme chez la levure, I’'UPR représente la réponse adaptative a la présence d’un
stress dans le RE chez les mammiferes. Toutefois, IRE1p n’est plus le seul récepteur capable
d’induire cette réponse. La réponse au stress du RE est médié par 1’activation de trois récepteurs
transmembranaires du réticulum endoplasmique : IRE1a, PERK et ATF6. Parmi ces trois voies,
IRE1a est la voie la plus conservée a travers le vivant, celle-ci étant présente depuis la levure
Saccharomyces cerevisiae jusqu’aux mammiferes."™ La dénomination d’IRElp reste par
convention d’écriture réservée a la protéine exprimée par la levure, tandis que les
dénominations IREla et IRE1 ont étés adoptées pour les deux paralogues d’IRE1 retrouvés
chez les mammiferes. Le premier paralogue ERNI code IRE1a., la protéine d’intérét identifiée
dans la famille A et qui est exprimée de facon ubiquitaire. Le second, ERN2, code IRE1[3, dont
I’expression est limitée aux tissus gastro-intestinaux et respiratoires.'®' Les formes ancestrales
des voies PERK et ATF6 sont plus récentes dans 1’évolution ; absentes dans la levure on peut
toutefois les trouver chez d’autres organismes multicellulaires telles que Caenorhabditis

elegans ou Drosophila Melanogaster."™

IREla, PERK et ATF6 sont toutes les trois des protéines transmembranaires du RE
composées d’une partie luminale dédiée a la détection du stress du RE et d’une partie
cytosolique dévolue a I’activation de I’UPR. IREla présente deux domaines cytosoliques :
RNA e et kinase. PERK partage un domaine luminal similaire a celui d’IRE1a mais ne présente
dans le cytosol qu’un domaine sérine/thréonine kinase (Ser/Thr). Enfin ATF6 ne partage pas
d’homologie particuliere au niveau luminal ou cytosolique avec PERK et IREla.. En revanche,
ATEF6 présente dans le cytosol un domaine comprenant un facteur de transcription de type bZIP.
En absence de stress, ces trois récepteurs sont liés a la protéine chaperonne BiP qui les maintient
par cette liaison sous forme inactive. Toutefois, en présence d’une trop grande concentration de
protéines mal conformées, BiP ayant une préférence de liaison pour les protéines en cours de

formation, va se détacher des trois récepteurs, permettant ainsi leur activation."®* (Figure 10)
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Figure 10 : Modéle d’activation de 'UPR — Adapté de Todd & al 2008 : (A) En absence de stress, les protéines subissent un
cycle normal de formation dans le réticulum endoplasmique. Les protéines transmembranaires ATF6, IRE1a et PERK sont liés
a BiP qui les maintient sous forme inactive. (B) En présence de stress et donc d’accumulation de protéines mal conformées,
BiP va se détacher des trois inducteurs de I'UPR, provoquant la révélation des séquences de localisation au Golgi pour ATF6
(GLS), la dimérisation / oligomérisation et trans-autophosphorylation d’IREla ainsi que celle de PERK. L’activation de ces trois
senseurs du stress du RE va induire I'UPR.

La voie IRElo va s’activer apres dimérisation, voir oligomérisation et trans-
autophosphorylation de ses domaines RNAse et kinase. L’activation de ces domaines permet
d’initier quatre formes de signalisation différentes : la voie IRE1a-XBP1,le RIDD, la voie INK
et la voie NF-xB. La voie IRE1a-XBP1, fortement semblable a la voie IRE1p-HACI, est
activée lorsque I’ARNm de XBP1u (XBP1 non épissé) subit un épissage non conventionnel de
26 nucléotides. Cet épissage provoque la suppression d’un intron dont I’absence provoque un
décalage du cadre de lecture aboutissant a la formation du facteur de transcription XBP1s
(XBP1 épissé). En effet, le décalage permet la traduction d’un site de transactivation
fonctionnel dans la partie C-terminale de XBP1s. En absence d’épissage, XBP1u ne possede
pas ce domaine de transactivation et ne peut donc pas activer la transcription.'® Une fois
épissé, I’ ARNm d’XBP1 est religué grace a la ligase RtcB avant d’étre traduit."™"** XBP1s peut
ensuite induire I’expression de protéines chaperonnes, de protéines de I’ERAD, ainsi que la
synthése de lipides pour augmenter la taille et donc la capacité du RE."™' Le RIDD
(Regulated IRE1-Dependant Decay) basé sur I’activité RNAse d’IREla a pour fonction de
dégrader des ARNm contenant une séquence consensus présente dans une structure secondaire
afin de limiter ’entrée de nouveaux polypeptides dans le RE."' Toutefois, d’autres cibles tels
que des micro ARN (miARN) peuvent étre visés par le RIDD, provoquant des changements de
régulation post-transcriptionnelles ayant des conséquences diverses. En effet, les modeles
actuels proposent que 1’activité basale du RIDD, qui peut avoir lieu sans activation du stress, a
un effet protecteur sur la cellule, tandis qu’une activité augmentée en cas de stress trop fort va
induire I’apoptose.'” L activation des voies JNK et NF-kB serait quant a elle dépendante de la
fixation de partenaires protéiques sur le domaine kinase d’IREla. Parmi ces partenaires, on
retrouve la protéine TRAF2 permettant la liaison d’ASK1 et ainsi 1’activation de la voie JNK

193-195

pour induire I’autophagie, et I’apoptose. Il en est de méme pour NF-kB, dont 1’activation

par phosphorylation de son inhibiteur IkB se fait par I’intermédiaire de TRAF2 afin d’influer

sur la survie cellulaire (Figure 11)."%%"’
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De facon semblable a IRE1a, la voie PERK va s’activer par oligomérisation et trans-
autophosphorylation. Une fois actif, PERK peut phosphoryler el[F2a, I'un des composants
majeurs du complexe d’initiation de la traduction. Cette phosphorylation va induire un arrét
global de la traduction, mais également une traduction sélective de certains ARNm."® Ce
processus présente deux avantages : il diminue, a ’'image du RIDD, la quantité de polypeptides
entrant dans le RE en empéchant la traduction de la majorité des protéines, mais il permet tout
de méme la traduction de certains ARNm impliqués dans I’UPR. Ainsi, I’arrét traductionnel
global induit par la phosphorylation d’elF2a par PERK permet la traduction sélective d’ARNm
comprenant des séquences dites « uUORF » (upstream Open Reading Frame) dans la partie
5’UTR de I’ARNm. Ces séquences qui limitent la traduction des ARNm qui les portent a I’état
basal sont les méme qui permettent leur traduction spécifique lorsqu’elF2o est phosphorylé."”
Dans la voie PERK, la phosphorylation d’elF2a induit alors la traduction du facteur de
transcription ATF4. ATF4 va permettre d’initier une réponse anti-oxydante aidant a la gestion
des ROS produits lors de la formation des ponts disulfures, une augmentation de la capacité du
RE a former les protéines et une augmentation de 1’autophagie.” "> En revanche, si le stress

182,199

dure trop longtemps, la voie PERK-ATF4 induira une réponse pro-apoptotique (Figure 11).

Pour ATF6, le détachement de BiP permet de révéler les séquences de localisation au
Golgi présentes sur son domaine luminal. Une fois transporté dans le Golgi, les protéases S1P
et S2P vont provoquer une coupure de la protéine, libérant son domaine cytosolique.”” Le
fragment ainsi obtenu forme un facteur de transcription nommé ATF6f qui migrera dans le
noyau pour activer la transcription de protéines chaperonnes, des protéines de I’ERAD ainsi

qu’XBP1u. De plus, ATF6f et XBP1s étant capables former des hétérodimeres entre eux, leurs

programmes d’expression génique peuvent se chevaucher (Figure 11).2%4

Figure 11 : Schéma de I'UPR induite — Adapté de Hetz & Papa 2018. La présence de protéines mal conformées induit
I'activation d’IRE1c, PERK et ATF6. IRE1a. une fois activé va se dimériser et s’auto-transphosphoryler, activant la voie XBP1,
la voie JNK, la voie NF-kB et le RIDD. L'activité RNAse d’IREla va épisser 'ARNm d’XBP1 en retirant un intron de 26
nucléotides. L'ARNm d’XBP1 est religué par RTCB pour donner '’ARNm d’XBP1s. Cet ARNm code pour le facteur de
transcription XBP1s, disposant de son domaine de transactivation grace au décalage de lecture induit par I'épissage de son
ARNm. L’activité RNAse d’IRE1la provoque également le livage d’ARNm et de miARN, ce qui diminue la quantité de protéines
traduites et change la régulation de certains génes. L'activité kinase d’IRE1la active les voies JNK et NF-kB. PERK s’active de
fagon similaire a IRElo par dimérisation et auto-transphosphorylation. Son activation lui confére une activité kinase
permettant de phosphoryler elF20. elF20. phosphorylé va bloquer la traduction des ARNm sauf de ceux dotés d’une séquence
UORF comme ATFA4. Le facteur de transcription ATF4, normalement réprimé a I’état basal est ainsi traduit et actif. GADD34,
une protéine induite par ATF4, agit comme un rétro-contréle négatif en provoquant la déphosphorylation d’elF2a.. ATF6
révele ses séquences de localisation au golgi lors de sa dissociation avec BiP. Une fois dans le golgi, les protéases S1P et S2P
vont le cliver pour libérer la partie C-terminale cytosolique appelée ATF6f qui correspond a un facteur de transcription de
type bZIP. L’activation de ces trois voies correspond a I'UPR.
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2. Cinétique et conséquences de ’'UPR

L’UPR est un processus finement régulé dans le temps qui s’adapte en fonction du stress
induit. Un stress aigue ou chronique, fort ou long n’aura donc pas les mémes conséquences sur
la cellule, chacun introduisant une réponse différente de la part de I’UPR. Le mod¢le actuel de

la gestion du stress par I’'UPR se compose de quatre réponses différentes.

La 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 I’action conjointe
de I’arrét de la traduction induite par PERK®, 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 des
facteurs de transcription XBP1, ATF6f et ATF4. XBP1 va induire la production de lipides pour
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augmenter la taille du RE afin d’augmenter sa capacité de stockage de protéines et I’action

couplée d’XBP1 et ATF6f va permettre d’augmenter 1’expression des protéines chaperonnes et

des protéines composants I’ERAD .***

ATF4 va de son coté participer au maintien d’un bon
équilibre oxydatif dans le RE pour maintenir les meilleures conditions possibles a la
conformation des protéines.”®' Les deux premiéres phases de I’'UPR ont donc une activité
protectrice dédiée au retour a I’homéostasie du RE en déployant plusieurs stratégies

susceptibles de réduire la quantité de protéines mal conformées. (Figure 12)

Lorsque le stress perdure malgré les contre-mesures induites par I’'UPR, une phase de
transition intervient. Cette troisieme phase qui n’est pas encore bien décrite, permet d’induire
« ’UPR terminal », un changement de transcription destiné a induire 1’apoptose de la cellule.
La troisieme phase est alors caractérisée par 1I’expression induite de CHOP par ATF4. CHOP
est un facteur de transcription capable d’induire I’expression de GADD34. GADD34 est une
sous-unité régulatrice d’'un complexe phosphatase capable de déphosphoryler elF2a et par
conséquent de rétablir la production normale de protéines malgré 1’activation de PERK,
augmentant ainsi le stress si celui-ci n’a pas été résolu. CHOP active également la transcription
d’EROla, une protéine capable de transférer les électrons libres générés par la synthese de
ponts disulfures sur des molécules de dioxygene, générant ainsi du péroxyde, augmentant le

stress oxydatif de la cellule.*'**'"" Enfin, CHOP réprime I’expression de BCL-2, un facteur anti-
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apoptotique central dans la voie intrinséque mitochondriale de 1’apoptose.*'> Enfin, durant la
phase de transition, il y a diminution de I’épissage de XBP1 ce qui indiquerait une diminution
de ’activation d’IRE1a.>"**'"* La voie IRE1a.-XBP1 étant une voie pro-survie, la perte de cette

voie et I’activation de la voie ATF4-CHOP sensibiliseraient la cellule a I’apoptose. (Figure 12)

La quatrieme et derniere phase de ’UPR agit directement sur différents acteurs de la
voie intrinseque de I’apoptose. L’apoptose intrinseque est activée lorsqu’il y a génération a la
membrane de la mitochondrie du complexe MOMP (Mitochondria Outer Membrane
Permeabilization). Ce complexe forme des pores dans la mitochondrie, provoquant la libération
de cytochrome ¢ dans le cytoplasme. Le cytochrome c, par la formation de I’apoptosome, va
induire I’apoptose par activation de Caspase-9 puis Caspase-3."" La génération du complexe
MOMP est gérée par les protéines de la famille BCL-2. Cette famille présente des protéines a
la fois pro- et anti-apoptotiques ayant des fonctions antagonistes les unes envers les autres.
Parmi les protéines de la famille BCL-2 impliqués dans le stress du RE, on retrouve 1’anti-
apoptotique BCL-2 et les pro-apoptotiques BIM, NOXA et PUMA. Ces quatre protéines de la
méme famille ont des fonctions antagonistes aboutissant a 1’existence d’une balance entre les
pro- et les anti-apoptotiques. Lorsque les anti-apoptotiques sont majoritaires, ils inhibent
I’activation de BAX et BAK, les protéines responsables de la formation du complexe MOMP.
Lorsqu’au contraire les pro-apoptotiques sont majoritaires, BAX et BAK vont pouvoir se
diriger vers la membrane de la mitochondrie pour la perméabiliser. L’UPR est donc capable
d’induire un changement dans la balance des pro- et anti-apoptotiques de la famille des
protéines BCL-2 afin d’activer ’apoptose. Ce changement passe par la répression de 1’anti-
apoptotique BCL-2 par CHOP?'? et I’activation transcriptionnelle par CHOP de BIM*'° ; et par
p33 et CHOP de NOXA et PUMA *" Toutefois, si p53 a été montré comme induit en cas de
stress du RE et nécessaire a I’induction de NOXA et PUMA, le mécanisme capable d’induire

son activation en cas de stress du RE n’a pas encore été élucidé.

Figure 12 : Cinétique de la signalisation de 'UPR — Adapté de Woehlbier & Hetz, 2011.7% Les conséquences de I'UPR varient
en fonction de I'amplitude et de la durée du stress. Pendant le stress, I'activité d’IRE1o et de PERK est symbolisée par une
courbe bleue ou rouge. Une premiére phase de réponse immédiate (en jaune) provoque I'autophagie, la dégradation des
ARNm par le RIDD et I'inhibition de la traduction par PERK afin d’aider a résoudre le stress. PTP1B, HSP72, BAX-BAK et AIP1
sont des partenaires protéiques d’IRE1c appartenant a 'lUPRosome, pour lesquels on suppose un rdle dans la modulation de
I'activité d’IREla. Une seconde phase de réponse adaptative (en vert) correspond a la durée pendant laquelle I'activité
d’XBP1s, ATF6f et ATF4 permet d’induire I'adaptation du RE au stress. |l y a alors augmentation de la capacité du RE a former
les protéines par augmentation des protéines chaperonnes, augmentation de |'efficacité de 'ERAD et amélioration de la
gestion de I'équilibre d’oxydo-réduction du RE. Une phase de transition (en orange) est initiée lorsque les inhibiteurs d’'IRE1a
appartenant a 'UPRosome diminuent son activité (PP2A, RACK1, BI-1). L'inhibition d’IRE1la couplée au prolongement du
stress et donc de I'UPR, induit une réponse transcriptionnelle principalement médiée par CHOP qui va sensibiliser la cellule a
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I'apoptose. GADD34 va également stopper I'inhibition de la traduction, augmentant encore le stress. L'UPR terminal (en bleu)
est activé lorsque la balance des protéines BCL-2 penche vers les pro-apoptotiques BIM, PUMA et NOXA dont I'expression
augmentée vont induire I'activation de BAX et BAK et donc la formation du complexe MOMP, provoquant I'apoptose par la
voie mitochondriale.

Pour conclure, si la présence d’un stress chronique semble aboutir de fagon inévitable a
I’apoptose a cause de I’activation des voies pro-apoptotiques, il existe toutefois un mécanisme
d’adaptation passif capable d’utiliser de facon sélective la réponse pro-survie de ’'UPR. Ce
mécanisme, supposé étre utilisé de fagon physiologique par les cellules sécrétoires telles que
les LB permettrait a ces cellules régulicrement confrontées a une augmentation du stress de
répondre par la voie adaptative de I’UPR. Par conséquent, la majorité de la population cellulaire
sera capable de survivre méme en présence d’un stress chronique physiologique. Cette
hypothese présentée par Rutkowski & al, propose que lorsque le stress est trop robuste ou
persistant, les régulateurs négatifs de I’'UPR ne peuvent stopper 1’activation du programme
apoptotique induit par CHOP. En revanche, lorsque le stress est plus modéré, 1’activation
générale d’IREl1a, PERK et ATF6 s’en trouverait diminuée, provoquant une expression plus
faible d’ATF4, CHOP et GADD34, sans qu’il n’y ait d’activation sélective d’un partenaire ou
d’un autre. Un stress modéré ne parviendrait donc pas a atteindre le seuil nécessaire a
I’activation de I’apoptose. Si ce stress modéré n’a pas induit la mort, il a toutefois permis la
surexpression de protéines chaperonnes et I’adaptation du RE au stress, augmentant sa capacité
a gérer un nouvel épisode de stress plus fort en diminuant ’activation des voies de I’'UPR. La
présence répétée de stress modérés et physiologiques dans les cellules sécrétoires permettrait
donc de préparer physiologiquement ces cellules en cas de stress chronique ou sévere,

diminuant leur sensibilité a I’apoptose induite par I’UPR. Cette hypothéese est valorisée par :

= La capacité de résistance a I’apoptose des cellules a de faibles traitements d’inducteurs du
stress du RE sur de longues durée. On retrouve une activation confirmée de I’UPR ainsi

qu’un taux de division diminué mais constant par rapport a des controles.

= L’activation confirmée des trois voies de ’'UPR malgré ce faible stress, confirmant une

activation normale non spécifique d’une des voies.

= Ladiminution d’expression de CHOP et GADD34 dans un cas de stress modéré comparé a

un stress fort.
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= Une activation atténuée des voies de I’'UPR en réponse a un stress fort chez des cellules

adaptées par des traitements a long terme d’inducteurs du stress.

= Une instabilité¢ sélective des ARNm et protéines pro-apoptotiques (CHOP, ATF4,
GADD34) comparée aux anti-apoptotiques (BiP, GRP94 et p58"™).

= La phénocopie observée dans des MEF KO pour UGGTI, le géne responsable de la
production d’UGGT, dont I’absence provoque un stress chronique chez ces cellules avec
une augmentation de I’expression des chaperonnes par I’'UPR, mais pas des protéines pro-

apoptotiques comme CHOP et GADD34.

En conséquence, les auteurs concluent que 1’induction chronique d’un faible stress du
RE va permettre de diminuer la sensibilité au stress grace a un phénomene d’adaptation du RE.
Celui-ci contenant déja un nombre plus élevé de protéines chaperonnes, induit une activation
moindre de I’'UPR face a de nouveaux épisodes de stress. Cette forme « adaptée » du RE au
stress verrait le jour grace a la différence de stabilité observée des ARNm et formes protéiques

des protéines chaperonnes comparées aux protéines pro-apoptotiques.>”

D’autres éléments importants de la régulation de 1’apoptose par I’'UPR ont également
étés décrits dans la littérature. Toutefois, ces mécanismes principalement liés a IREla
nécessitent d’aborder les différents aspects de la régulation de son activité avant de pouvoir les

décrire.

3. Régulation de I’activité d’IREla

i. Structure d’IREla

IREla est une protéine transmembranaire du RE avec une partie N-terminale luminale
et une partie C-terminale cytosolique. La partie N-terminale comprend deux domaines distincts,
le peptide signal dédié a la localisation d’IRE1a dans le RE et le domaine luminal permettant
I’activation de la protéine en cas de stress du RE. La séquence hydrophobe transmembranaire
permet la jonction entre la partie luminale et cytosolique qui elle, contient les domaines

d’activité kinase et RNAse (domaine KEN : Kinase-Extension nuclease) (Figure 13).”
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Figure 13 : Structure de la protéine IRE1a. La protéine IRE1a est constitué d’'un domaine comprenant le peptide signal (PS)
d’adressage au réticulum endoplasmique ; un domaine luminal responsable de I'activation de la protéine ; un domaine
transmembranaire (TM) hydrophobe pour I'ancrage de la protéine dans la membrane du réticulum ; un domaine kinase
nécessaire a la trans-autophosphorylation de la protéine ainsi qu’a la phosphorylation de ses partenaires protéiques ; et un
domain RNAse (KEN) permettant I'épissage de ’ARNm d’XBP1 ainsi que I'activité RIDD de dégradation des ARNm.

ii. Modeles d’activation d’IRE1a

Deux modeles principaux ont été proposés pour expliquer le processus d’activation
d’IREla par son domaine luminal. Le premier modele propose que 1’association entre la
protéine chaperone BiP et IRE1a sur son domaine luminal a un effet inhibiteur, provoquant le
maintien de la protéine sous forme de monomere inactif. Cette inhibition ne peut prendre fin
que lorsque la présence excessive de protéines mal conformées provoque la dissociation de BiP
qui a une préférence de liaison pour ces protéines en cours de formation. Cette dissociation
permettrait par la suite a IRE1a de passer sous la forme d’un dimere ou d’un oligomere afin de
s’auto-phosphoryler et de s’activer. BiP agirait donc comme un interrupteur par liaison ou
dissociation de celui-ci avec IREla. Ce modele fut longtemps celui adopté pour expliquer
I’activation d’IRE1a et cela bien qu’il fut invalidé chez la levure. En effet, il fut démontré que
la dissociation de BiP n’était pas responsable de I’activation d’IRE1p, mais avait un effet
régulateur permettant de diminuer la sensibilité d’IRE1p au stress en cours de résolution afin
de stopper I’UPR. Dans la levure, BiP agit donc comme un inhibiteur permettant de réguler
plus finement ’activation d’IRE1p, mais n’agissant pas comme un régulateur absolu. En se
liant a la protéine, il empéche toute nouvelle formation d’oligomeres et facilite le
désassemblage des oligoméres encore actifs pour désactiver les signaux induits par IRE1p.”'**

(Figure 14)

Figure 14 : Modele d’activation d’'IRE1la par dissociation de BiP — Adapté de Hetz & Glimcher, 2009. IRE1a est maintenu
sous forme de monomere inactif par son association avec la protéine chaperonne BiP. En présence de protéines mal
conformées, BiP va se détacher d’IRE1la permettant sa dimérisation et sa trans-autophosphorylation afin d’initier ses activité
kinase et RNAse.
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Le second modele quant a lui, considere comme suggéré chez la levure que la
dissociation de BiP n’est pas nécessaire a 1’activation d’IREla et que la liaison de protéines
mal conformées au domaine luminal d’IRE1a suffirait a son activation. Ce dernier modele voit
son origine dans la structure du domaine luminal d’IRE1a capable de former un sillon de liaison
de peptides similaire a celui observable sur le CMH (Complexe Majeur

d’Histocompatibilité).**

Ces observations réalisées par cristallographie de la protéine IRE1p
de la levure ont été complétées par des tests montrant la capacité d’IRE1p a lier directement
une protéine présentant un défaut de conformation constant induit par une mutation in vivo. Un
test similaire in vitro réalisé sur IRE1p purifié a ensuite montré que la protéine pouvait se lier

directement a des peptides puis s’oligomériser en absence de tout autre facteur.”

Toutefois, les variations de structure entre IRElp et IREla vont a I’encontre de ce
modele chez I’humain. Deux structures secondaires du domaine luminal sont critiques pour
lactivation d’IRE1, baptisées IF1" et IF2" (Interface luminal 1 et 2). IF1" est responsable chez
la levure de la formation du sillon capable de recevoir les peptides mal conformés. Lors de la
dimérisation d’IRElp, les domaines IF1" de chaque monomere d’IRElp interagissent pour
former un sillon composé de deux hélices alpha symétriques. IF2" quant a lui, offre une seconde
zone d’interface permettant a IRE1p de former des oligomeres. Ces deux domaines sont a la
base du processus d’activation d’IRElp chez la levure. Cependant, pour IREla, les deux
domaines IF1" sont trop rapprochés pour former un sillon capable de recevoir des peptides. De
plus, les domaines IF2" d’IREla ne peuvent former de liaisons a cause de la présence d’une

hélice-o. absente chez IRE1p qui cause un encombrement stérique.*>

En 2017, I’équipe du Dr Peter Walter présenta les résultats de leur analyse moléculaire
et structurelle d’IREla, proposant un nouveau modele d’activation pour la protéine. Leurs

observations furent les suivantes :

= JREIla est bien capable de lier des polypeptides mal conformées avec un biais de liaison
envers les polypeptides enrichis en cystéine, tyrosine, tryptophane et arginine. L’aspartate,

le glutamate, la glutamine, la valine et la sérine sont en revanche peu favorisés.

= Le profil de reconnaissance des peptides d’IRE1a et de BiP présentent plusieurs similarités,

suggérant que I’activation d’IRE1a serait entierement dépendante du degré de saturation de
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liaison entre BiP et les protéines mal conformées. Toutefois, de fortes différences dans leur
capacité a lier des polypeptides restent omniprésentes avec IREla tolérant les prolines et
les histidines tandis que BiP ne peut les lier. Inversement, BiP tolere les thréonines tandis
que IREla est défavorable a leur liaison. La sensibilité d’IREla a la détection du stress

n’est donc pas dépendante de la forte présence de BiP dans le RE.

= La mesure des scores d’affinité de liaison entre IREla et les deux meilleurs peptides
d’interaction identifiés dans 1’article, est semblable a celle observée entre les protéines
chaperonnes et les protéines mal conformées. Les liaisons d’IREla suivent donc un mode
d’interaction semblable avec des contacts rapides et limités dans le temps. Ces contacts ont
besoin d’un minimum de douze peptides enrichis en acides aminés aromatiques,
hydrophobiques et en arginine. L’affinité pour un polypeptide mal conformé d’IREla
augmente avec le nombre de répétition de ces séquences d’acides aminés favorables a cette

liaison.

= Laliaison de peptides avec IRE1a est capable d’induire des changements conformationnels.
La liaison du peptide va induire un changement permettant de passer IREla d’une forme
fermée a une forme ouverte, libérant ainsi la région IF2" pour permettre 1’oligomérisation

d’IREla.

L’équipe conclut par ses observations le modele suivant : IREla est capable de détecter
le stress du RE par liaison directe avec des protéines mal conformées. Cette liaison induit un
changement de conformation permettant de rendre accessible les régions IF2" du domaine
luminale, induisant I’oligomérisation d’IRE1a. Cette oligomérisation, juxtapose les domaines
cytosoliques d’IREla, permettant leur activation par trans-autophosphorylation tout en
rassemblant les domaines RNAse et en les positionnant dos a dos.””® Les auteurs, bien qu’en
accord avec les études démontrant le phénomene de liaison et de détachement de BiP
n’expliquent pas dans cette étude la fonction de ce phénomene. Enfin, la méme équipe décrivait
quelques années plus tot la présence de trois états différents d’ IRE1a dans la membrane du RE :
un état inactif activable par le stress du RE (i), un état actif sous forme d’oligomere capable
d’induire I’épissage d’XBP1 (ii) et un état réfractaire au stress mais réversible dans lequel
IREla entre apres une activation prolongée (iii), empéchant cette forme de réponse a un stress

non résolu. La forme inactive et réfractaire n’étant pas reconnues par les anticorps anti-IREla
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phosphorylé, I’article suggere que la déphosphorylation d’IRE1a joue un role inhibiteur majeur
pour empécher la réactivation d’IRE 1o en présence d’un stress non résolu.””’ Cet état réfractaire
participerait a 1’inhibition prolongée d’IREla et donc a la transition vers I’UPR terminal et

I’apoptose. (Figure 15)

Figure 15 : Modéle d’activation d’IREla par liaison directe aux protéines mal conformées — Adapté de Li & al, 2010 et
Karagéz & al, 2017. (A) IRE1a se présente dans la membrane sous trois formes fonctionnelles différentes : une forme inactive
et réfractaire au stress, obtenue apres inhibition d’IRE1a suite a un stress chronique ; une forme inactive inductible au stress
et une forme active sous forme d’oligomére capable d’induire I’épissage d’XBP1. Ces trois formes peuvent correspondre a la
forme de monomere, de dimére ouvert ou fermé et d’oligomeére décrites dans le modele décrit en 7B. (B) [1] Les différentes
formes d’IRE1la, monomere ou dimére fermés et ouverts sont présents en équilibre dans la membrane du RE en absence de
stress. [2] En présence de stress, la liaison de protéines mal conformées va permettre de stabiliser IRE1la dans sa forme
ouverte, induisant un changement de conformation rendant accessible les régions IF2". [3] Plusieurs dimeres d’IREla se
rassemblent et se lient par les régions IF2" accessibles pour former des oligomeéres d’IRE1a actifs. [4] Lorsque le RE retourne
a I’lhoméostasie, les oligoméres se détachent et redeviennent des monomeéres inactifs. Les schémas ne représentent que le
domaine luminal d’IREla.

De récentes publications ont toutefois pu apporter un nouveau modele expliquant la
relation complexe entre IREla et BiP. En effet, Sundaram et al. observent la présence en
absence de stress du RE de plusieurs groupes d’homo-oligomeres d’IRE1a de tailles diverses.
L’activation du stress semble également ne pas faire apparaitre de nouveaux complexes de plus
grandes taille qui auraient pu correspondre a des oligomeres d’ordre supérieur. Toutefois,
I’abondance du complexe a taille la plus faible réagit au stress, diminuant en cas d’activation,
puis réapparaissant apres retour a 1’homéostasie. Seule la surexpression d’IREla permet de
faire apparaitre des complexes de taille supérieure, un constat qui semble s’expliquer par la
faible expression d’IREla (= 416 molécules/cellule) comparé aux deux autres inducteurs de
I’UPR, PERK (= 2299 molécules/cellule) et ATF6 (15 598 molécules/cellule), dans les cellules
de mammiferes.”®**’ La présence marquée a 1’état basal de formes oligoméres d’ IRE1a. suggere

qu'un second mécanisme est nécessaire pour gérer I’équilibre entre ces différentes formes.

(Figure 16)

Figure 16 : Modeéle d’activation de I’'UPR par équilibre des formes monomeéres et oligomeéres des inducteurs présentes dans
la membrane du RE - d’aprés Sundaram & al 2018. En absence de stress, les trois inducteurs de I'UPR sont observables sous
formes simples et complexes dans la membrane du RE et cela malgré leur liaison a BiP. BiP prévient I’activation inappropriée
de ces inducteurs en empéchant leur liaison directe avec des protéines mal conformées (IREla, PERK) ou en masquant leur
séquence de localisation au Golgi (ATF6). En présence de stress, BiP se détache des trois inducteurs permettant la disparition
des formes simples de PERK au profit de la formation d’oligoméres de plus haut ordre que ceux observés a I’état basal. IRE1a
en revanche, ne forme pas de complexes de plus haut ordre potentiellement a cause de sa faible présence dans la membrane
du RE. Toutefois, les formes les moins complexes tendent a disparaitre au profit des formes complexes de fagon similaire a
PERK. Il'y a donc un changement dans I'équilibre des formes monoméres-dimeres-oligomeres d’IRE1a au profit des diméres
et oligomeres et cela, sans induire la formation d’oligomeres d’ordre supérieurs comme observé chez PERK.
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Amin-Wetzel & al. ont alors proposés le modele suivant : la co-chaperonne ERdj4 se lie
a IREla a I’état basal et provoque la liaison entre IREla et BiP en stimulant I’activité ATPase
de BiP, formant un complexe IREla-BiP déstabilisant la capacit¢ a IREla a former des
dimeres. Erdj4 se détache d’IRE1a une fois BiP fixée a IRE1a.. GRP170, une NEF (Nucleotide-
exchange factor) va remplacer I’ADP lié a BiP par un ATP, stoppant 1’effet inhibiteur de BiP
sur IREla et cela dans un cycle continu. Toutefois, en présence d’un stress du RE, la présence
de protéines mal conformées va décaler cet équilibre vers un plus grand nombre d’IREla
activés sous formes de dimeres et d’oligomeres, les protéines mal conformées entrant en
compétition avec la liaison a BiP et Erdj4.”* Ce nouveau modele en accord avec les précédentes
études menées sur BiP et IREla permet de faire co-exister les deux modeles phares de
I’activation d’IREla. IREla serait donc bien capable de lier directement des protéines mal
conformées pour s’oligomériser et serait déja présent sous cette forme a I’état basal. Mais les
cycles de liaison et dissociation de BiP et IRE1a maintiennent le faible pool d’IREla dans la
membrane dans un état d’équilibre entre ses diverses formes qui limite sa signalisation en
absence de stress. Toutefois, ce modele est encore sujet a débat, puisque plusieurs études ont

souligné le caractére ATP-indépendant de la dissociation de BiP et IRE1a (Figure 17).2'%%

Figure 17 : Modéle d’interaction entre IRE1la, BiP et Erdj4 — Adapté de Amin-Wetzel & al, 2017. (A) IRE1lc. en forme de
monomere libre est capable de se dimériser pour s’activer. Cet état peut étre modifié par liaison d’Erdj4 sur IREla qui va
augmenter I'activité ATPase de BiP, transformant son GTP en GDP. BiP-GDP ayant une préférence de liaison pour IREla, va
se lier a lui et provoquer un changement de conformation empéchant toute dimérisation. ErdJ4 lui, se détache d’IRE1la une
fois IRE1c. lié a BiP. La protéine GRP78 va étre capable de changer le GDP de BiP en GTP, augmentant sa préférence de liaison
pour les protéines mal conformées et diminuant son affinité pour IRE1la, provoquant sa dissociation. IRE1a peut reprendre
une conformation neutre capable d’étre activée par le stress du RE. (B) Les différentes formes d’IRE1a. (monomere libre, lié
a Erdj4, lié a BiP ou dimére) sont présents en équilibre dans la membrane du RE a I’état basal. En absence de stress, une
proportion plus grande d’Erdj4 et BiP sont libres car non liés a des protéines mal conformées, induisant un excés d’IREla
inactif par liaison préférentielle de BiP avec IREla. En présence de stress, le pool de BiP est maintenu auprés des protéines
mal conformées, diminuant le taux d’IRE1a réfractaires au stress et permettant d’induire 'UPR.

iii. Désactivation d’IREla

Les premieres études sur I’activation et la désactivation d’IRE1a soulignaient 1’effet de
la phosphorylation sur la protéine. L’autophosphorylation induirait I’activit¢ d’IREla., tandis
que sa déphosphorylation 1’inhiberait.”*’*** Toutefois, des études sur 1’effet de mutations dans
le domaine kinase ont montré ’existence d’une activité RNAse soutenue d’IRElp dans la

levure en absence d’autophosphorylation de la protéine, suggérant que le réle du domaine
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kinase serait d’inhiber le domaine RNAse et non de I’activer.”**** Cette hypothése est soutenue
par une publication montrant I’implication de la voie AKT-mTOR dans la régulation
d’IRE1a.*° Lors d’un stress du RE, la voie AKT-mTOR est inhibée laissant IRE1a. s’activer.
Avec le temps, la voie se réactive et inhibe 1’activité RNAse d’IREla en promouvant les
contacts entre le RE et la mitochondrie, ce processus étant dépendant de la phosphorylation
d’IREla. Sans cette phosphorylation, la réactivation de la voie AKT-mTOR ne permet pas
I’inhibition de I’activit¢é RNAse d’IREla. L’auto-phosphorylation d’IREla serait donc un
mécanisme de rétro-controle négatif nécessitant I’intervention d’autres éveénements cellulaire
grace auxquels elle provoque 1’arrét de I’activité d’IREla. En promouvant les contacts RE-
mitochondrie, la voie AKT-mTOR permet de rétablir les MAMs (mitochondria-associated ER
membranes) qui servent de plate-forme de signalisation entre le RE et la mitochondrie en
facilitant notamment le trafic des lipides et du calcium entre les deux organites™’ et dans

lesquelles on retrouve une présence accrue d’IREla. (Figure 18).7*

Figure 18 : Modéle de désactivation d’IREla par la voie AKT/mTOR — d’aprés Sanchez-Alvarez & al, 2017. (A) Aprés
activation du stress, IREla est activé tandis que la voie AKT/mTOR est inhibée et que les MAMs sont rompus. Avec le
rétablissement de la signalisation AKT, les MAMs sont rétablis et IRE1o est inactivé. (B) Si la voie AKT/mTOR n’est pas restauré
et que les MAMs ne sont pas rétablis ou si IREL1a. n’est pas phosphorylé, il y a défaut d’inactivation d’IRE1q, laissant I'activité
RNAse de la protéine se prolonger avec le temps jusqu’a l'inactivation naturelle de la protéine.

iv. UPRosome

Les études présentées précédemment pour expliquer les modeles d’activation et
d’inhibition d’IREla sont basées sur des analyses biochimiques des différents états observés
de la protéine a 1’état basal et en cas de stress du RE. Toutefois, ces études ne présentent pas
les variations des différentes activités d’IREla telles que 1’épissage d’XBP1, le RIDD et
I’activation des voies JNK et NF-kB. De plus, I’aspect a la fois protecteur et pro-apoptotique
de ces voies, observées en fonction des modeles cellulaires ou d’activation du stress utilisés
(Voir Partie III-C-1), dépeignent IRE1o. comme une lame a double tranchant, pouvant a la fois
protéger contre le stress ou sensibiliser la cellule a la mort cellulaire. Ces observations posent
I’hypothese qu’au-dela des modeles d’activation et d’inhibition d’IREla, il existe un autre
niveau de régulation permettant de réguler plus finement chacune de ces activités en fonction

des types cellulaires et du type de stress rencontré (aigue, chronique, faible ou fort).
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Plusieurs équipes se sont alors penchés sur la possibilité que des partenaires protéiques
pouvaient influencer les niveaux d’activité de chacune des voies influencées par IRElaq,
permettant de faire la différence entre une activité pro-adaptative et une activité pro-
apoptotique. L’ensemble de ces partenaires dédiés a la régulation d’IREla est appelé
UPRosome. L’UPRosome correspond donc a la formation d’une plate-forme composée de
plusieurs protéines formant un complexe autour d’IREla. Ces partenaires protéiques vont
influencer 1’activation, 1’inhibition et les niveaux d’activité des diverses voies d’IRElo afin
d’aboutir a une réponse optimale de ’'UPR en fonction des situations rencontrées. Toutefois, la
majeure partie de ces partenaires n’ont étés observés que dans des études isolées qui n’ont été
ni répétées, ni vérifiées dans d’autres modeles cellulaires et ne peuvent donc pas éEtre
généralisés. En conséquence, nous n’aborderont que le systtme BAX-BAK et BI-1, dont la
présence et I’effet ont étés rapportés dans plusieurs revues ou bien ont étés observés dans des

modeles in vivo.

Les protéines BAX et BAK comme présenté en C-ii sont nécessaires a I’induction de
I’apoptose par perméabilisation de la membrane mitochondriale. Lorsqu’ils sont activés par le
décalage d’équilibre entre les pro- et anti-apoptotiques de la famille BCL-2, ces deux protéines
vont se déplacer jusqu’a la membrane de la mitochondrie pour y former des pores. Or, ce méme
complexe BAX-BAK semble étre impliqué dans la régulation de 1’activité d’IREla. Hetz & al
ont générer des souris KO pour BAX et BAK puis ont tester plusieurs conditions de stimulation
du stress par injection intra-péritonéale de tunicamycine. Leurs observations rapportent la
présence d’une diminution de la phosphorylation de JNK lors de I’induction du stress mais pas
par induction avec TNFa ; une diminution de I’abondance d’XBP1 dans le noyau ainsi que de
I’expression de ses cibles transcriptionnelles ; ainsi qu’une absence d’effet néfaste sur la
signalisation PERK. Ces premicres observations tendent a montrer que BAX et BAK sont
nécessaires pour une induction optimale de la signalisation IREla. Pour confirmer que ces
observations ne sont pas dues aux autres fonctions connues de ces protéines, les auteurs ont
généré des souris déficientes en BCL-2 sans observer de défaut similaire, invalidant I’ hypothese
d’un défaut d’équilibre en pro- et anti-apoptotique mais ont également ré-exprimé dans leur
modele KO une version dirigée a la mitochondrie de BAX. Cette version mutée ne rétablie pas
la signalisation IRE1a mais restaure et amplifie la susceptibilité a I’apoptose, montrant que la
présence observée de BAX et BAK a la membrane du RE aurait un effet protecteur. Pour

confirmer leurs résultats, les auteurs ont montrés que les souris KO pour IREla montrent un
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phénotype similaire a celui des double KO BAX et BAK, qu’IREla co-immunoprécipite avec
BAX et BAK et que cette interaction, augmentée en présence de stress, nécessite une liaison

entre le domaine C-terminal d’IRE1a et les domaines BH3 et BH1 de BAX et BAK. Les auteurs

concluent que BAX et BAK interagissent avec IREla en présence de stress afin de moduler

son activité.**

BI-1 (Bax Inhibitor-1) est une protéine transmembranaire du RE appartenant a la famille
des protéines BCL-2. Cette protéine a un effet anti-apoptotique qui protege les cellules contre
les signaux de mort cellulaire, notamment en cas de stress du RE.** Plusieurs rapports ont
soulignés I’effet inhibiteur de BI-1 sur Dl’activit¢ d’IREla, généralement rapportée par
I’observation d’une sur-activation de la voie IRE1a-XBP1 ou inversement d’une diminution de
celle-ci en cas de surexpression de BI-1.2*'*** Lishona & al. ont apporté les premiéres lumiéres
sur les origines mécanistiques de cet effet en confirmant dans un premier temps
I’hyperactivation de la voie XBP1 dans des MEF KO pour BI-1, puis et montrant que cette
hyperactivation était liée a une inactivation retardée d’IREla. L’inhibition fut confirmée in
vivo dans des souris déficientes en BI-1. Leur étude confirme également par analyse in vitro la
capacité d’IREla et BI-1 a former un complexe. Les auteurs proposent I’hypothese que BAX,
BAK et BI-1 sont en compétition pour des sites de liaison similaires. BAX et BAK aideraient

donc a I’activation d’IRE1c, tandis que BI-1 interviendrait pour inhiber son activité.**’

Pour conclure, ’'UPR est un systtme complexe dédié a la détection du stress du
réticulum endoplasmique et a la détermination du destin de la cellule affectée : I’adaptation ou
I’apoptose. Le choix de 1'une ou l’autre de ses conséquences est médié par un nombre
conséquent de facteurs, augmentant de facon drastique la complexité de ce phénomene. Cette
complexité, observée autant dans les mécanismes d’activation des voies de I’'UPR que dans la
régulation des phénomenes qui en découlent n’a pas encore été completement expliquée

(Figure 19).
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Panneau 1 - Types d’activation d’IRE1a

Toll-like Receptors Sans Avec
1| stress dureticutum | _Intensite | | ale | Modste | Forte |
endoplasmique Temporalité Aigu .|- Chronique

Panneau 2 - Etats d’IRE1a

Forme d’IRE1la Monomeére Dimeére fermé Dimeére ouvert Oligomére
v Partenaires d’'IREla UPRosome .
> Interprétation des signaux des panneaux 1 & 2
RNAse
XBP1 RIDD
Activités
Kinase
JNK NF-xB
Conséquences Adaptation et survie Amplification et apom

Figure 19 : Activités et conséquences de I’activité d’IRE1la en fonction du type d’activation et de 'UPRosome - Adapté de
Hetz & Glimcher, 2009. (A) Schéma simplifié d’'IRE1la sous forme de dimére actif et de 'UPRosome. Les protéines en bleu
font partie de 'UPRosome et permettent la régulation de I'activité d’IREla. Les protéines en jaune sont des partenaires
permettant la transduction du signal induit par I’activité kinase d’IRElc. (B) Tableau bilan des différents facteurs influant sur
I'activité d’IRE1la et les conséquences provoquées. Le type d’activation d’IREla et I'état d’IRE1a forment deux panneaux de
signalisation. L'association des facteurs présents sur ces deux panneaux vont former une combinaison de signaux aboutissant
a une réponse dirigée vers I'adaptation ou la mort cellulaire. Un seul changement de I'un de ces parametres peut donc faire
varier les conséquences fonctionnelles de I'UPR. Les motifs a point montrent une activité croissante d’IREla. Les variations
de bleu et d’orange indique des variations d’intensité d’activité. Les variations de vert et de rouge indiquent un changement
de conséquence de la signalisation d’IRE1a pour 'UPR.

4. Liens entre I’UPR et I’'immunité

Le réticulum endoplasmique ayant un role central dans la cellule, des dysfonctions de
son homéostasie ou de sa régulation ont fréquemment été observées dans la pathogénese de
diverses maladies telles que les maladies neurodégénératives®, pulmonaires®®,
cardiovasculaires™®, le cancer’’, le diabéte de type I et II***, les infections virales*® et les
maladies inflammatoires.”® Parmi eux, les trois derniers exemples soulignent un potentiel lien
fonctionnel entre I’UPR et I’'immunité. Les différentes études centrées sur ’'UPR et I’'immunité
ont donc pu révéler la nécessité d’un UPR fonctionnel pour le développement et la fonction de

certaines cellules immunitaires.
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i. UPR et fonction des cellules immunitaires

L’induction de ’UPR est une étape nécessaire a la fonction ou a la différenciation de
certaines cellules immunitaires. Parmi elles ont retrouve notamment les plasmocytes, les
cellules de Paneth et les DCs. Dans les lymphocytes B, la différenciation en plasmocytes
producteurs d’anticorps ne peut avoir lieu sans une activation préalable de I’'UPR afin de
permettre a la cellule d’améliorer sa fonction sécrétoire pour la synthese des immunoglobulines
(Ig).”" En effet la perte d’expression d’XBP1 chez un modele KO de souris provoque un défaut
de différenciation des LB en plasmocytes, de la production d’IgM et de la synthese d’1L6, une
cytokine essentielle a la fonction et a la prolifération des plasmocytes.” La diminution
d’expression des IgM a été reliée a une hyperactivation de I’activité RIDD d’IREla dans les
LB de souris KO pour XBP1, provoquant la dégradation des ARNm de la chaine u des IgM.*”
La surexpression d’XBP1 au contraire, provoque une augmentation de la production d’IgM.**
Si dans un premier temps [’activation de la voie IREla-XBP1 avait été attribuée a
I’augmentation des besoins du RE des LB a cause de la forte synthese des Ig, cette théorie fut
réfutée par la démonstration que cette activation a lieu avant la synthése des Ig** et méme en
cas d’absence d’IgM, provoquée par la délétion génique de la chaine lourde des IgM dans un
modele murin.” Plus tard, I’activation de la voie IRE1a-XBP1 dans les plasmocytes en cours
de différenciation a été reli€e a 1’activation des LB par LPS ou IL4. Cette activation provoquait
également la répression spécifique de la voie PERK, montrant que des signaux immunitaires

pouvaient réguler les inducteurs de I'UPR .

Dans les cellules de Paneth, des cellules épithéliales intestinales responsables de la
production de peptides antimicrobiens dans la zone gastro-intestinales, la délétion d’XBP1 dans
un modele de souris provoque une perte presque complete de leur population. Les seules
cellules survivantes présentent une perte de leur architecture ainsi qu’une forte diminution de
la synthese de granules. La perte d’XBP1 provoque également une entérite et une hyper-
réactivité aux inducteurs de colites, démontrant la capacité d’une perturbation de I’'UPR a
induire une perte de la tolérance par un défaut de développement des cellules de Paneth.>’ La
déficience spécifique d’XBP1 dans les cellules épithéliales intestinales ou les cellules de Paneth

de souris a également été montré comme un facteur d’induction des maladies inflammatoires
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de D’intestin par hyperactivation d’IREla et par conséquent de la voie NF-kB.”® Cette
observation fut également soutenue par 1’association génétique de variants d’XBP1 avec la

maladie de Crohn et les colites ulcéreuses.”’

Les cellules dendritiques quant a elle, présentent des effets déléteres de la perte
d’expression d’XBP1 dans deux sous-populations en particuliers : les pDC et les CD8a". En
effet, Iwakoshi & al. ont montrés que la délétion d’XBP1 dans les DC provoquait une réduction
globale du nombre de DC avec un effet plus sévere chez les pDC, probablement due a une
sensibilité accrue a 1’apoptose pendant la différenciation. De plus, la surexpression par
transduction d’XBP1s dans les progéniteurs hématopoiétiques améliore le développement des
pDCs dans les souris WT mais sauve également le phénotype chez les souris XBP1 KO,
confirmant I’importance de la voie pour leur survie et leur développement. L’observation de la
présence d’un épissage constitutif d’XBP1 dans les DC WT permet de poser I’hypothese selon
laquelle la voie XBP1 permettrait d’inhiber 1’apoptose naturelle des DC en cours de formation.
De facon similaire aux LB, I’activation de la voie semble permettre le développement du
systeme 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/I par ces pDCs.”” Dans les DC CD8a*, I’absence d’IRE1a et d’XBP1 dans
ce sous-type 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 **

ii. Convergence entre I’UPR et les voies de signalisation immunitaires

L’UPR a donc un réle important a jouer dans divers acteurs de I’immunité. Si jusque-la
les exemples fonctionnels décris étaient principalement basés sur la voie XBP1 et
I’hyperactivation de D’activit¢ RIDD d’IREla, I'UPR est également capable d’induire

directement des voies de signalisation connues dans I’immunité notamment la voie NF-kB et

la voie JNK.

La voie NF-xB dispose de deux facteurs d’activation dans I’'UPR : PERK et IREla. En

effet, I’induction d’un stress du RE va provoquer I’activation de PERK et donc I’inhibition de
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la traduction protéique. Cette inhibition va provoquer un déséquilibre dans le ratio existant entre
NF-«B et son inhibiteur IkB en faveur du facteur de transcription. En effet, IkB étant une
protéine a la stabilité réduite comparée a NF-kB, sa concentration va se réduire progressivement
jusqu’a induire une activation passive de la voie, indépendamment de toute phosphorylation
d’IxB **' Une autre étude, bien qu’en accord avec la capacité de la voie PERK a induire la voie
NF-kB par inhibition de la traduction, n’observe pas de diminution de la quantité d’IkB mais
confirme en revanche la dissociation entre IxkB et NF-kB.*** Le mécanisme a 1’ceuvre dans
I’activation PERK-dépendante de la voie NF-kB reste donc a I’étude. Le facteur d’activation
de la voie NF-kB par IREla est le méme que celui de la voie JNK, qui elle ne présente pas
d’autres facteurs d’activation dans I’UPR. Ce facteur est la protéine adaptatrice TRAF2 qui, par
liaison avec le domaine kinase d’IREla, va permettre la phosphorylation d’IxB pour stopper

196,197

son activité inhibitrice sur NF-kB d’une part ; et enclencher la voie des MAP kinases,

induisant donc JNK et consécutivement le facteur de transcription AP-1 d’autre part.'*%*2%

Figure 20 : Induction des voies NF-kB et JNK par 'UPR — d’aprés Zhang & Kaufman, 2008. ’activation d’IRElo permet le
recrutement de la protéine adaptatrice TRAF2. TRAF2 permet la phosphorylation par IRElo d’IKK et de JNK. La
phosphorylation d’IKK permet de phosphoryler IkB, stoppant son activité inhibitrice et activant NF-xB. La phosphorylation de
JNK permet d’activer le facteur de transcription AP1. L’atténuation traductionnelle par activation de la voie PERK permet de
modifier I'équilibre IkB/NF-kB en faveur de NF-kB, améliorant 'activation de la voie.

Si ces deux voies constituent les deux exemples les plus connus pour la liaison entre la
signalisation de ’UPR et la signalisation immunitaire, d’autres voies ont par la suite été
découvertes, révélant ’'UPR comme une plate-forme agissant en coopération avec le systéme
immunitaire pour induire la production de certaines cytokines, activer 1’inflammation ou bien
encore moduler la présentation des antigenes sur le CMH de classe I (Figure 21). Ces éléments,

principalement reliés a IREla et PERK, sont cités ci-dessous :

= Lavoie IREla-XBP1 peut étre induite par TLR4 et TLR2 dans les macrophages en absence
de stress du RE afin de promouvoir la transcription d’IL6, TNF et IFNf. Cette induction

par les TLR est indépendante de MyD88 mais requiert I’intervention de NOX2 et de
TRAF6.*%

= La surexpression d’IL6, dépendante de 1’activité kinase d’IRE1a, est également soutenue

par I’activation de NOD1 et NOD2.*%
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XBP1 est également capable d’induire la transcription de miR-346. miR-346 provoque la
diminution de I’expression de TAP1 et des génes HLA-B, HLA-C et HLA-F. La diminution
de I’expression des genes du CMH de classe I, couplée a celle de TAP1, un transporteur
nécessaire a la migration des peptides antigéniques intracellulaires dans le réticulum
endoplasmique afin qu’ils soient chargés sur le CMH, provoque une diminution globale de

la présentation des peptides sur le CMH-I 4 la membrane >’

La diminution de la présentation des antigénes sur le CMH de classe I est également
provoquée par 1’activité RIDD d’IREla qui dégrade ’ARNm de TAPBP dans les DC
CDS8a". TABPB code pour la tapasine, une protéine permettant 1’association de TAP1 aux

molécules de CMH-1.2°

Le RIDD induit la dégradation du miR-17, un inhibiteur de 1’expression de TXNIP, une
protéine capable d’activer par liaison I’inflammasome NLRP3, provoquant 1’induction
d’IL1-B. L’induction de TXNIP est également liée a PERK. En effet, la phosphorylation
d’elF2a provoque I’expression du facteur de transcription ATFS, augmentant I’induction
de TXNIP et donc de NLRP3. L’activation par TXNIP de I’inflammasome NLRP3 est I’un

des éléments majeurs de 1’induction de 1’apoptose par I"'UPR terminal ****%

La voie PERK peut étre réprimée par TLR3 et 4. La transduction du signal de TLR3 et 4
via TICAMI1 va induire I’activation d’elF2B, inhibant elF2a en retour, empéchant ainsi
tout arrét de la traduction. Cette inhibition prévient I’expression de CHOP, permettant
d’activer le stress du RE tout en évitant I’induction de I’'UPR terminal. Le rdle protecteur
de cette inhibition a été confirmé dans un modele murin, ou la perte de TICAM1 provoque
une surexpression de CHOP, induisant la mort cellulaire et la dérégulation de la rate, du

foie et des reins chez des souris, aprés traitement par de fortes doses de LPS *"**"!

L’activation de CHOP permet d’augmenter ’expression d’IL6>, IL8", IFNB*"* et
IL23p19°".

Les exemples cités démontrent I’existence d’un réseau interconnectant I’'UPR et

I’immunité. Le role de ’'UPR peut se jouer soit au niveau du développement des cellules

immunitaires, soit au niveau de la fonction de ces cellules grace a I’activation ou la répression

spécifique d’une des voies de I’'UPR. L’UPR agit donc en synergie avec la réponse immune
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pour la rendre pleinement fonctionnelle. Des défauts de I’'UPR peuvent par conséquent influer
sur ’induction d’une auto-immunité. Un exemple récent li€ a la voie PERK correspond a la
description d’une cohorte de patients atteints de LES et présentant une surexpression de CHOP
et de GADD34, la voie d’induction de I'TENB*" citée plus haut. Cette induction corréle avec
I’expression importante d’IFN/I chez ces patients, reliant ainsi I’UPR au lupus par I’induction
chronique de cette famille d’IFN, bien que le mécanisme d’induction de CHOP et GADD34

dans le LES ne soit pas encore décris.”’®

Figure 21 : Liens entre IRE1a et 'immunité — adapté de Navid & Colbert, 2017. IRE1a représente une plate-forme de contact
entre le stress du RE et I'immunité. Inductible par une signalisation TLR/TRAF6 en absence de stress, IRELa peut induire
I'activation de la voie NF-kB et JNK. Son activité kinase et RNAse permet d’induire I’activation de plusieurs cytokines pro-
inflammatoires ainsi que de diminuer la présentation des antigénes sur le CMH de classe I. L'induction du stress du RE par les
pathogenes pourrait donc induire une réponse de la part de la voie IRE1la, soutenant les voies immunitaires indépendantes
de 'UPR.

iii. IREla dans les maladies auto-immunes

D’autres exemples concrets, démontrant I’importance de la fonction d’IREla dans le
développement de I’auto-immunité ont pu étre décris dans la littérature. Parmi les maladies
concernées on retrouve notamment : le diabete de type I, la spondylarthrite ankylosante,

I’arthrite rhumatoide, la sclérose systémique et le lupus.

Le cas du diabete et de la spondylarthrite reposent sur la propension de certaines
protéines a €tre naturellement difficiles a conformer ou a devenir mal conformées a la suite
d’une mutation. C’est le cas de la pro-insuline et d’HLA-B27. Une mutation ponctuelle de
I’insuline provoque son accumulation dans le RE, induisant un fort stress dans les cellules 3 du
pancréas aboutissant a une inflammation et a 1’apoptose des cellules B.””*”® L’induction de ce
phénotype dans les souris Akita, un modele murin d’étude du diabete du type I qui porte cette
mutation, pouvait étre diminuée par inhibition de la fonction kinase d’IRElo, montrant son
implication dans I’inflammation induite par ’'UPR, provoquant le phénotype diabétique
observé.”” Dans le cas d’HLA-B27, cette protéine est naturellement complexe a former pour le
RE, induisant donc un stress dans des conditions physiologiques.”®**' Ce stress, observé dans
des cas de spondylarthrite ankylosante cause une réponse pro-inflammatoire induite par I’'UPR

avec la sécrétion notamment d’IL23 par la voie XBP1.2**%
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Pour I’arthrite, c’est une activation par les TLR, indépendante du stress du RE, qui
semble étre a I’origine de la réponse pro-inflammatoire et du phénotype auto-immun. En effet,
il a été montré dans un modele murin d’arthrite rhumatoide, que la délétion spécifique d’IRE1a
dans la lignée myéloide avait un effet protecteur. Le méme effet fut également observé par
utilisation d’inhibiteurs spécifiques d’IREla, permettant de diminuer la production de

24 Cet effet fut confirmé

cytokines inflammatoires résultantes d’une stimulation par les TLR.
dans des fibroblastes synoviaux de patients atteints d’arthrite rhumatoide, ou 1’activation de la
voie IRE1a-XBP1 par TLR4 et TLR2 fut confirmée comme inductrice de 1’expression d’IL6

et TNF, deux cytokines importantes dans la pathogénése de I’arthrite rhumatoide >

La sclérose systémique est une maladie caractérisée par la dysfonction des fibroblastes,
causant des fibroses sur divers organes par surexpression de multiples composants de la matrice
extracellulaire. L’expression de ces facteurs peut étre influencée par I’épissage d’XBP1 et le
RIDD. Le RIDD dégrade le miRNA-150, un répresseur des protéines composants les fibroses,
tandis qu’XBP1 augmente la capacité du RE, aidant les fibroblastes a sécréter plus de protéines
de la matrice.”””* L utilisation de I’inhibiteur d’IRE1a. 408C réduit le phénotype de fibrose
dans les modeles murins ainsi que dans des myofibroblastes isolés de patients isolés atteints de

sclérose systémique.

Enfin, dans le lupus, les anticorps anti-ADN simples et doubles brins purifiés a partir de
sérum de patients peuvent faire une réaction croisée avec la protéine HERP, une protéine
transmembranaire du RE impliquée dans ’'ERAD.”*’ En effet, une immunisation de souris
BALB/c par la protéine HERP provoque 1’apparition d’anticorps anti ADNdb, montrant que
certains épitopes d’HERP pourraient induire la production de ces auto-anticorps dans la
maladie. HERP étant une protéine peu exprimée en condition normale et rapidement

288

polyubiquitinylée™" et sa présence ayant été confirmée sur la membrane des corps apoptotiques,
une augmentation UPR-dépendante de son expression pourrait induire une auto-immunité chez
des sujets sains. L’expression de HERP dans les PBMCs, correle également avec 1’activité de
la maladie chez les patients observés.” La caractérisation additionnelle de I'UPR dans le lupus
a montré une expression augmentée d’XBP1s et de CHOP*® ainsi qu’un effet protecteur contre

le lupus de la délétion de la voie IRE1a-XBP1 dans un modele murin de lupus.” De futures
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études sont donc encore nécessaires pour déterminer précisément le role de la voie dans la

pathogénese de la maladie.
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Partie IV : PIK3R2 et voie PI3K
A / Voie PI3K

La famille des PI3K est un groupe de protéines kinases capables de phosphoryler les
phosphoinositides de la membrane plasmique. Cette famille de protéines est subdivisée en
quatre autres classes IA, IB, IT et III. p853, codée par le gene d’intérét PIK3R2, fait partie de la
classe IA composée de p110a, p110B, p1103, p85a et p85B. Parmi eux, p110a et p110f sont
exprimés de fagon ubiquitaires, tandis que p110d est exprimé principalement dans les
leucocytes.'**' Ces protéines constituent les sous-unités des complexes PI3K, composés d’un
isoforme de p110 contenant I’activité catalytique kinase et d’un isoforme de p85, constituant la

sous-unité inhibitrice du complexe.””'

Une fois actifs, les différents complexes PI3K peuvent
intervenir dans un panel tres large de fonctions tels que la croissance et la mobilité cellulaire,
la réorganisation du cytosquelette, la synthese protéique, le métabolisme cellulaire et la
différenciation des cellules immunitaires.”®> La voie PI3K étant donc centrale dans la cellule
avec de multiples partenaires, fonctions et mécanismes différents, le reste du chapitre
s’intéressera principalement la signalisation liée a la sous-unité catalytique p1109, principale
inductrice des fonctions immunes de la voie PI3K, dont les mutations activatrices ont €té
décrites dans I’APDS."”® Toutefois, il est nécessaire de garder a I’esprit que certains récepteurs,
voies ou fonctions peuvent étre redondantes entre les différents isoformes de la voie PI3K. La

dérégulation de 1I’un de ses membres peut donc dans certains cas €tre compensés par les autres,

confirmant la forte complexité de cette voie.

Le complexe PI3KJ9, formé par la liaison entre la sous-unité catalytique p110d et une
sous-unité inhibitrice p85, permet la transduction du signal provenant de récepteurs de
cytokines, des TLRs, du BCR et du TCR.*” A 1’état basal, la formation de ce complexe permet
de maintenir p1109d sous forme inactive mais également de protéger p1105 de la dégradation et
de provoquer son recrutement a la membrane plasmique en cas d’activation de la voie.” Ce
n’est que lorsque la sous-unité p85 rencontre 1’un de ses ligands, par association directe avec
les récepteurs activés ou par 1’intermédiaire d’une protéine adaptatrice, que la liaison p85-
p1100 est perdue, permettant ainsi a p1 108 de phosphoryler les phosphoinositides PI(4,5)P, en
P1(3,4,5)P, (PIP;). La formation de PIP, a la membrane va servir de point d’ancrage aux

protéines contenant des domaines d’homologie pleckstrin (PH) telles qu”’AKT a la membrane
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cellulaire, permettant ensuite leur activation. Parmi les protéines régulatrices de cette voie, on
retrouve notamment la protéine PTEN, une phosphatase capable de reconvertir PIP; en

P1(4,5)P, (Figure 22).

Figure 22 : Schéma d’activation de la voie PI3K — Adapté de Burke & Williams, 2014. Un ligand va induire I'activation d’un
récepteur membranaire tels que le BCR, CD19 ou les récepteurs de tyrosine kinase. La phosphorylation de ce récepteur aprés
activation va permettre la liaison de p85 au récepteur. Cette liaison détache p85 et p110, permettant a p110 de réaliser son
activité de phosphorylation de PIP2 en PIP3 permettant I'induction de la voie PI3K. PTEN, agit comme un répresseur de la
voie en déphosphorylant PIP3.

B / Structure de p1109 et p85f et inhibition du complexe PI3K6

p1103 est une protéine kinase constituée : d’'un domaine de liaison adaptateur (ABD)
permettant la liaison a p85, un domaine de liaison a Ras (RBD), un domaine C2 qui permet de
lier les membranes, un domaine hélicale de fonction encore inconnue et un domaine Kinase
séparé en un lobe N-terminal et un lobe C-terminal. La protéine régulatrice p85 quant a elle,
dispose de trois domaines SH2 capable de créer des liaisons avec pl110d ou ses ligands
activateurs : un N-terminal nommé nSH2, un C-terminal nommé cSH2 et un domaine
intermédiaire entouré par les deux premiers nommé iSH2. Elle présente également un domaine

SH3 ainsi qu'un domaine BH entouré par deux régions riches en prolines.

L’ensemble de ces domaines sont nécessaires a la régulation de p110d et donc a
I’activation de la voie PI3K. Tout d’abord, le domaine ABD et le domaine iSH2 forment la
principale liaison reliant p1103 a p85. A partir de cette premiere liaison, trois types de liaisons
inactivatrices vont se former : (1) le domaine nSH2 de p85 va interagir avec les domaines C2,
le domaine hélicale et le lobe C-terminal du domaine kinase ; (2) le domaine iSH2 de p85 va
également intéragir avec le domaine C2 ; (3) le domaine cSH2 va contribuer a I’inhibition par
liaison avec le lobe C-terminal du domaine kinase. Ces diverses liaisons participent chacune a
I’inhibition de p1105, mais peuvent étre désengagées grace a la liaison de p85 a des tyrosines
phosphorylées présentes sur les récepteurs ou les protéines adaptatrices capables d’activer la
voie PI3K. La liaison des domaines SH2 de p85 a ces activateurs va permettre de déstabiliser
ces diverses liaisons inhibitrices, permettant a p110d de recouvrer son activité catalytique

(Figure 23).%*
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Figure 23 : Schéma des domaines de p1105 et p85 représentant leurs liaisons structurelles et inhibitrices — d’aprés Burke
& Williams, 2014.%%

C / PI3Kd dans I’'immunité

1. Exemples de fonctions immunitaires de PI3Ko

PI3KO présente des activités variées allant du développement et du maintien de la
fonction des lymphocytes a la capacité a générer des opposées pro ou anti-inflammatoires dans
les cellules de la lignée myéloide. Par exemple, le développement des LB dans la moelle
osseuse semble se dérouler normalement chez des souris déficientes en p85a et p1103. Une
fois que les LB immatures quittent la moelle osseuse, ils se différencient en trois sous-types de
LB transitionnels différents : les LB folliculaires (LBg,) observés dans les follicules de la rate
et les ganglions lymphatiques, les LB de la zone marginale (LB,,,) retrouvés dans la zone
susmentionnée de la rate et les LB, qui colonisent les cavités péritonéales et pleurales. Or, les
LB, sont observables en nombre réduit tandis que les LB, péritonéaux et les LB,,, de la rate
sont presque absents chez les souris p85a et p1106 KO. De plus, la voie PI3K fut montrée
comme requise pour la survie des LB immatures et matures.”*** En conséquence, une étude a
permis de démontrer a la fois I’existence d’une fonction redondante de p110a et p1103 pour le
développement des LB dans la moelle osseuse mais également que 1’absence de certains types
de LB transitionnels proviendrait d’un défaut dans la transduction du signal antigéne-
dépendante du BCR, ce défaut étant lié a une absence de p1103. p1105 est donc fonctionnel
mais remplagable pour I’activation dite « tonique » antigene indépendante du BCR chez les LB
immatures ; tandis que son activité est essentielle pour la signalisation du BCR une fois le stade

de LB transitionnel atteint.>®

Du c6té des LT, I’absence de p1106 dans des modeles murins provoque une déficience
de la prolifération et de la différenciation des LT en réponse a un antigene qui ne pouvait tre
corrigée par I’ajout de cytokines exogenes.™ De plus, I’utilisation d’un inhibiteur spécifique
de p110d provoque la perte de 1’activation soutenue de p110d qui s’avere étre nécessaire pour
la production d’IFNy.*”* Enfin, I’utilisation d’une souris présentant une mutation ponctuelle de

p1103 supprimant son activité kinase a montré une diminution de la capacité suppressive des
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T,.., confirmant son réle dans I’induction ou la répression d’un facteur encore non identifié

reg?

participant a cette fonction.*”

Plusieurs observations de la fonction de PI3Ko ont également été rapportées dans la
lignée myéloides, notamment chez les neutrophiles, les macrophages et les DC. Dans les
neutrophiles, une gestion fine et précise de la génération de ROS est nécessaire pour permettre
la dégradation des pathogenes et la migration des neutrophiles sans causer de dégits a la cellule
elle-méme. La génération des ROS par les neutrophiles est dépendante d’un processus en deux
étapes médié par la reconnaissance d’un signal inflammatoire induit par TNF-o et la
reconnaissance d’un pathogene. Ces deux étapes induisent des signaux cellulaires dépendants
de la voie PI3K. Une étude a alors démontré grace a ’utilisation d’inhibiteurs spécifiques des
divers isoformes de PI3K que la production de ROS chez les neutrophiles humains était
dépendante de I’activation de PI3K3 en réponse a un pré-traitement inflammatoire par TNF-o..
Cette étape de « priming » des neutrophiles, essentielle a la production de ROS, est fortement
inhibée par la présence d’un inhibiteur de p1105. Le signal induit par les motifs pathogéniques
serait en revanche induit par p110y.* De plus, la voie PI3K semble affecter les capacités de
migration des neutrophiles. En effet, I’accumulation de PIP3 a un endroit particulier de la
cellule génére un signal directionnel nécessaire pour la locomotion des neutrophiles. La
déplétion ou la surexpression des PI3K de classe I peut donc affecter le processus de
migration.”* Or, il apparait qu’avec 1’4ge, la capacité migratoire des neutrophiles est altérée,
avec une diminution de leur chimiotaxie. L’analyse des neutrophiles démontre la présence
d’une activité accrue des voies PI3Ky et PI3K3 qui correle avec le défaut de migration,
I’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de ces deux voies permettant de corriger la fonction

migratoire des neutrophiles.’”

Un phénomene similaire est observé chez les macrophages vis-a-vis de I’augmentation
de I’expression de PI3K5 chez des sujets agés. Dans les macrophages de souris agées, I’activité
de la voie PI3K est augmentée apres stimulation par TLR2 et TLR4 comparé a des souris jeunes.
Cette activité augmentée provoque une réponse anti-inflammatoire par la sécrétion d’IL10 et la
régulation négative de cytokines pro-inflammatoires. Ce phénomene est partiellement corrigé
par I’utilisation d’inhibiteurs des PI3K de classe 1.*” De facon analogue, le méme inhibiteur est

également capable de diminuer la production d’IL10 induite par activation de PI3K via TLR3
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chez des macrophages infectés par BCG (Bacille de Calmette-Guérin ou Mycobacterium

bovis).*”

Dans les DC, I’activité de p1105 permet de gérer la réponse de TLR4 au LPS. En effet,
TLR4 peut reconnaitre le LPS a la membrane plasmique et transduire un signal pro-
inflammatoire par ses partenaires TIRAP et MyD88. En revanche, lorsque TLR4 est activé dans
les endosomes, c’est une réponse anti-inflammatoire qui est induite par association avec TRAM
et TRIF. L activité de p1100 est nécessaire pour induire I’internalisation de TLR4 ainsi que la
dissociation et dégradation de TIRAP stoppant ainsi les signaux inflammatoires et permettant
a TRAM-TRIF de gérer I’induction d’IL10 et d’IFN.*'" Enfin, les inhibiteurs de p1108 ont mis
a jour son role dans la translocation nucléaire d’IRF7 nécessaire a la production d’IFN de type

I par les pDC.*"

Ces quelques exemples démontrent le role joué par pl110d et la voie PI3K dans
I’immunité. La capacité de cette voie a jouer des roles a la fois pour et contre I’inflammation la
place comme un candidat important dans le développement des maladies auto-immunes ou au

contraire celui des immunodéficiences.

2. PI3K etle LES

L’association entre la voie PI3K et I’'immunodéficience a déja été abordée dans le
chapitre 3b avec I’APDS, ou des patients atteints de ce syndrome présentaient des mutations
activatrices de p1103d et p85a provoquant une immunodéficience. Si a I’heure actuelle, aucun
article n’a présenté I’existence de mutations d’un membre de la voie PI3K induisant un LES, la
voie PI3K n’est pas négligée dans I’étude de cette maladie auto-immune. En effet, une attention

toute particuliere est accordée a p1109d et p110y dans I’étude du LES.

Chez des patients lupiques, la voie PI3K est fréquemment activée dans les PBMC,
notamment dans les phases actives de la maladie. PI3K5 en particulier est activé dans les LT
périphériques et son activité correle avec I’accumulation de T effecteurs et mémoires. Ces

méme cellules montrent une AICD diminuée (activation-induced cell death) qui peut étre
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corrigée par I’utilisation d’un inhibiteur spécifique de p110d mais pas de p110y, montrant

I’importance de la voie PI3K dans le maintien de la tolérance.’"”

Les modeles murins sont également fréquemment utilisés afin de tester les inhibiteurs
de PI3K. Dans le modele de souris lupique BXSB, I'utilisation d’un inhibiteur de PI3Kd
diminue la protéinurie et améliore la fonction rénale, améliorant la survie des souris. Cette
amélioration correle avec une présence diminuée de dépdts d’anticorps auto-immuns et de
protéines du complément dans les reins.’"” Des observations similaires ont étés faites dans le
modele MRL/Ipr avec utilisation d’un inhibiteur spécifique de PI3Ky : 'utilisation de cet
inhibiteur empéche la perte de poids des souris, prolonge leur durée de vie, diminue leur niveau
d’auto-anticorps anti-ADN ainsi que leur protéinurie.’’* Enfin, dans ce méme modele, une
analyse plus poussée a montré que I’inhibition de p1106 permet de réduire le nombre excessif
de B et de T activés et mémoires, ainsi que les niveaux de TNF-a et d’infiltration des
macrophages dans les reins. *'> Ces premiéres études confirment 1’implication de la voie PI3K
dans le LES, montrant la présence d’une activation accrue de la voie et une implication de
p1105 et p110y. Notre protéine d’intérét, p85f, étant un inhibiteur naturel de la voie par liaison
directe a p1109, une diminution de son expression ou de son activité pourrait induire une sur-
activation de la voie semblable a celle observée dans les patients et souris lupiques, participant

donc a la pathogénese de la maladie dans la famille B.
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Matériel et Méthodes

In silico Analysis

In silico have been done on the following websites :

HOPE http://www .cmbi.ru.nl/hope/input/#

SIFT https://sift.bii.a-star.edu.sg/www/SIFT_seq_submit2 .html
Polyphen http://genetics.bwh harvard.edu/pph2/

CADD Score | https://cadd.gs.washington.edu/score

M-FOLD http://unafold.rna.albany .edu/?q=mfold/RNA-Folding-Form

Mutant IRE1 o transphophorylation and RNAse activity tests

These tests were realized thanks to a collaboration with the team of Dr. Franck Sicheri
from the Lunenfeld-Tanenbaum Research Institute. Transphosphorylation assay has been
measured through the incorporation of radioactive phosphate on a yeast-kinase-dead mutant of
Irelp (YIRE1). A radiography has been done after the migration of proteins on a SDS-Page gel.
The incoporation of radioactive phosphate has been processed with various murine versions of
IRE1a either WT or carrying a mutation on the 594 residue (mIRE1). Signals from the upper
part comes from autophosphorylation of mIRE1 while signals from the lower part are from the

transphosphorylation of yIRE1 by mIRE1.

IRE1 RNAse activity test has been realized on a substrate RNA carrying the same stem-
loop sequence present on XBP1 mRNA. 5° and 3’ end were modified with the addition of
Alexa Fluor 647 or Black Hole Quencher 3 respectively. Tested IRE1 orthologues were

activated in vitro and the fluorescence signals were measured.

Cell lines

B-EBYV cell lines were created from PBMC isolated from patient’s blood conserved on
heparine tubes. They were immortalized in Imagine Institute CRB laboratory (Biological

Ressources Center). B-EBV were kept between 0.5 and 1x10° cells /mL in RPMI (Gibco)
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completed with 10% of FBS (Gibco) and 1% of Pen/Strep (Gibco). Cells were kept in culture
at 37°C with 5% of CO,.

ERNI KO B-EBV cel line was generated by using the lentiCRISPR-pXPR_001 plasmid
developed by the Zhang Team (Addgene plasmid # 52961 ; http://n2t.net/addgene:52961 ;
RRID:Addgene_52961). The guide sequence was designed to target the exon 2 of ERN1 with

the online software crispr.mit.edu (http://crispr.mit.edu). The guide sequence and the primers

used to insert it in the plasmid are written below :

Guide sequence ERN1 Exon 2 | 5° - GATGGCAGCCTGTATACGCT - 3’
Forward primer 5’ - CACCGGATGGCAGCCTGTATACGCT - 3°
Reverse primer 5’ - AAACAGCGTATACAGGCTGCCATCC - 3’

The lentiviral plasmid has been sent to the VVTG platform (Viral vectors and gene
transfer) of the SFR Necker in order to be incorporated in lentiviruses. The plasmid was
transduced in control B-EBV at 10, 20 and 40 MOI (Multiplicity of Infection). Cells were kept
under treatment with puromycin at lug/mL for two weeks. Cellular cloning was performed in
96 well plate in 100uLL with three different dilutions at 0.015, 0.15 and 1.5 cells/mL in RPMI
with 20% of FBS, 1% Pen/Strep and 1% of Fungizone (Eurobio). Isolated clones were

sequenced and an homozygous mutant KO for ERN/ was confirmed by Western Blot.

ER stress induction and transcription inhibition

B-EBYV were plated at 1x10° cells/mL and kept in culture for 24H before stimulation.
Stimulation were performed for various timepoints with 1 or Sug/mL of tunicamycin (TOCRIS

Biosciences) or with 1ug/mL of Actinomycin D (Sigma).

Sequencing

Sequencing were performed on DNA or cDNA after amplification of the region of
interest by PCR. Sequencing reaction was performed according to the manufacturer with
BigDye Terminator v3.1 Cycle (Applied Biosystem). Sequences were read on a 3500XL

Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Used primers are listed below :
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ERNI Exon 2 Forward 5’ - GCCCATGGATTATTTCAGAAT - 3°
Genomic Reverse 5’ - AAAACGTGCTTCTTTAACTGATG - 3°
ERNI Exon 15 Forward 5’ - CAGTGACCTAGACGCATGGA - 3’
Genomic Reverse 5’ - GGGGGACCACCCTGTTACAA - 3
ERNI Exon 15 Forward 5’ - GTCTGGCCCGTACTCAGAGA - 3
cDNA Reverse 5’ - GAGCGATCCAGCCTTCTGT - 3°
PIK3R2 Exon 2 | Forward 5’ - AATGGTGGACCCAGTGACGA - 3°
Genomic Reverse 5" - TTGGAGATCCCATTGCCTCAC - 3’
Western Blots

Proteins were extracted with a mix of RIPA Buffer (Thermo Fisher), proteases and

phosphatases inhibitors (Sigma) following manufacturer instructions. Western Blot were done

on NuPage and Bolt gels (Thermo Fisher). PERK Western Blot were specifically performed on

8% Bolt Gels to achieve a good migration. Protein transfer were performed with iBlot2 on

nitrocellulose or PVDF membrane for ER stress proteins and extrinsic apoptosis pathways

respectively. Revelations were performed either with Odyssey CLx (Licor) or Chemidoc

(Biorad) for nitrocellulose or PVDF membrane respectively. Separation of cytoplasmic and

nucleic proteins were performed with the NE-PER kit (Thermo Fisher). Western Blot antibodies

are listed below :

Protein of interest Clone / Reference Manufacturer
IREla 14C10 / #3294 Cell Signalling
B-Actin AC-15/ #AM4302 Thermo Fisher
XBPls 143F / #647501 BioLegend
Laminin A/C AC11 / #4777 Cell Signalling
o-Tubulin #2144 Cell Signalling
PERK C33E10/ #3192 Cell Signalling
Ku70 E-5/sc-17789 Santa Cruz
AKT (Pan) 40D4 / #2920 Cell Signalling
Phospho-AKT (Ser473) DOE / #4060 Cell Signalling
Caspase-8 1C12 / #9746 Cell Signalling
FLIP D16A8 /#8510 Cell Signalling
Caspase-3 8G10 / #9665 Cell Signalling
Goat Anti-Mouse 680RD 926-68070 Li-Cor

Goat Anti-Rabbit 680RD 926-68071 Li-Cor

Goat Anti-Mouse 800CW 926-32210 Li-Cor
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Goat Anti-Rabbit 800CW 926-32211 Li-Cor
m-IgGk BP-HRP Sc-516102 Santa Cruz
Mouse anti-rabbit IgG-HRP | Sc-2357 Santa Cruz

RNA extraction, retrotranscription and gPCR

RNA extractions were performed with the RNeasy Mini Kit (QIAGEN). cDNA was

synthesise with Quantitect Reverse Transcription kit (QIAGEN) after mRNA quantification on
NanoDrop ND-1000 spectrophotometer. cDNA were amplified by gPCR with SYBR Green or

TagMan buffer (Applied biosystems). qPCR were performed on a Viia7 (Applied Biosystems).

Primers are listed below :

SYBR Green
Gene Direction Sequence
XBPls Forward 5’ = TGCTGAGTCCGCAGCAGGTG - ¥
Reverse 5" —= GCTGGCAGGCTCTGGGGAAG -3’
XBPlu Forward 5’ — CAGACTACGTGCACCTCTGC - 3
Reverse 5’ — CCAGAATGCCCAACAGGATA -3’
ERNI Forward 5" — GACGACGTGGACTACAAGATGT -3’
Reverse 5’ — CCTTGGGGAACGGGTACTTC - 3°
EDEMI Forward 5’ — CAAGTGTGGGTACGCCACG - 3’
Reverse 5" — AAAGAAGCTCTCCATCCGGTC -3’
DNAJBY Forward 5" — AAAATAAGAGCCCGGATGCT -3’
Reverse 5" — AAGCACTGTGTCCAAGTGTATCA -3’
DNAJC3 Forward 5" —= TCCACTTGGAGAGCACGAC -3’
Reverse 5’ — AAATGCAAACAAGCCTCTGG -3’
Forward 5" = TGCTTGTTCCTCAGCCTCTT -3’
TNFa Reverse 5" — GGTTTGCTACAACATGGGCT - 3’
Forward 5’ — CAGCAATTTTCAGTGTCAGAAGC -3’
IFNB Reverse 5 _ TCATCCTGICCTTGAGGCAGT — 3
L6 Forward 5" — CCACTCACCTCTTCAGAACG -3’
Reverse 5" — AGTGCCTCTTTGCTGCTTTC -3’
Caspase-3 Forward 5" -TGTATGCCAAGTGAGAAGATGGT-3’
Clivage site n°2 Reverse 5" ~ACCTGACTGGAAGTTTGAGGT- 3’
TAQMAN
Gene Thermo Fisher Reference Primer Reference
IFI144L 4331182 Hs00915292_m1
IFIT1 4331182 Hs01911452_s1
IFI127 4331182 Hs01086370_m1
RSAD2 4331182 Hs00369813_m1
SIGLEC1 4331182 Hs00988063_m1
ISG15 4331182 Hs03929097_s1
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XBP1 ratio is calculated as following : (RQ**""/ (RQ**""* + RQ**"'"))*100. RQ are
calculated by using the AC; method : AC; = C; target gene — C; housekeeping gene. AAC; =
AC, sample — AC, reference sample. RQ = 2-*“", The reference used for the calculation of the
AAC; is noted on the Y axis of each qPCR, usually the control of the same condition. For the
XBP1 ratio, the AC; reference sample is the unstimulated sample of the same cell line. The IFN

score is calculated by performing the mean of the RQ from all the genes tested. AC; reference

sample is the equivalent negative control sample.

ELISA

IL6 ELISA was performed with the Human IL6 High Sensitivity kit from Invitrogen.

Tests were performed on patient’s plasma.

IRE] o overexpression

Plasmid pCDH-CMV-MCS-EF1-CopGFP-T2A-Puro containing ERNI cDNA was a
gift from Dr Eric Chevet. Directed mutagenesis was performed with QS5 Site-directed
mutagenesis Kit (NEB) to introduct the ¢.1780C>T mutation. Primers used to introduce the

mutation are listed below :

Forward Primer 5' - GGCATGTTTGACAACTGCGACGTGGCCGT - 3
Reverse Primer 5' - ACGGCCACGTCGCAGTGGTCAAACATGCC - 3

Transitory transfection of the different versions of the plasmid were performed in
HEK?293 control cell line with lipofectamine 2000 (Invitrogen). Transfection rates were
confirmed with GFP induction by flow cytometry. Proteins were extracted and revealed as

stated previously.

Apoptosis Assay and membrane labelling

A Ficoll is performed to remove dead cells from B-EBV cell culture with a Lymphocyte
separation medium (Eurobio) 48H before the assay. 200 000 cells are plated in triplicates in

200uL in a 96 well plate and let in culture 24H. The next day, stimulation are performed by
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removing 100ul. of media and adding 100ulL of media combined with following apoptosis

inducers : staurosporine 0.5ng/mL (Invitrogen), etoposide 40uM (Merck), Cycloheximine

lug/mL (Sigma), Trail Killer 1000ng/mL (COGER), Ramig 10ug/mL (Interchim), Apol.3

100ng/mL (COGER). FASL is coming from the supernatant of murine neuronal cells culture.

These cells are transfected in order to express murine FAS-L protein on vesicules, able to induce

human FAS receptor. Each batch of FASL is tested beforehand on control cells. 100ul of FASL

supernatant was used to induce the apoptosis. Apoptosis was measured by flow cytometry on a

Fortessa X-20 (BD Biosciences) with Annexin V FITC (Miltenyi) and Propidium lodide.

Antibodies used for membrane receptors expression analysis are listed below :

CD19-FITC HIB19 / #555412 BD Biosciences
CD95-Pacific Blue DX2 / #2128095 Sony
DR4-PE DJR1 / #2136025 Sony
DR5-APC DIJR2-4 / #2137035 Sony
Iso-FITC MOPC-21 / #2600550 Sony
Iso-PacificBlue MHK-49 / #2182615 Sony

Iso-PE

MOPC-21 / #551436

BD Biosciences

Iso-APC

MOPC-21 / #550854

BD Biosciences

Statistical tests

Bilateral Student t-test paired or impaired were used.

following : * < 5% ; ** < 1% ; *** <0.1%.

Significance threshold are the
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Résultats

Partie I : Analyse fonctionnelle et moléculaire
d'IREla

IREla est une protéine transmembranaire possédant une activité kinase et une activité
RNAse. Des mutations d’ERN/ pourraient donc avoir un impact sur ’'une ou ’autre de ces
activités. Une analyse in silico a été réalisée avec le logiciel en ligne HOPE afin de pouvoir
poser une premiere hypothese sur 1’effet du variant p.R594C sur la protéine. Cette méthode

permet d’analyser les conséquences structurelles d’une mutation sur une protéine d’intérét.”'®

Les résultats de I’analyse sont présentés ci-dessous :

Figure 24 : Images de la structure 3D d’IRE1a centrée sur I’acide aminé 594. Panel gauche : Représentation (en vert) de
I'arginine présente dans la protéine WT. L’arginine posséde une longue chaine latérale ainsi qu’une charge électrique
positive. Panel central : Représentation (en rouge) de la cystéine présente dans la protéine mutée. La cystéine posséde
une chaine latérale courte ainsi qu’une charge électrique neutre. Elle est également plus hydrophobique que I'arginine et
aura ainsi tendance a s’orienter vers I'intérieur de la protéine. Panel droit : Représentation superposée des deux acides
aminés. Images obtenues sur HOPE.

Allele WT R594C
Taille du résidu Grand Petit
Charge électrique Positive Neutre
Hydrophobicité - Plus hydrophobique
Interactions internes | Pont salin avec D592, D593, Q643 | Perte d’interactions ioniques
Domaine touché Protéine kinase, liaison a I’ATP.
Conservation du résidu Résidu trés conservé -
Prédiction - Probablement délétere

Tableau 5 : Résumé des résultats d’analyse de HOPE. L’analyse in silico par HOPE permet de juger de I'effet d’'une mutation
en comparant les modifications physico-chimique induites par le variant ainsi qu’en vérifiant le domaine dans lequel se trouve
le résidu impacté et le degré de conservation de celui-ci dans I’évolution. HOPE prédit un effet délétere de la mutation sur la
fonction kinase d’IREla et la capacité a lier un groupement phosphate du domaine dans lequel se trouve la mutation.
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La substitution de I’arginine en cystéine provoque des changements chimiques induisant
une perte d’interaction ionique avec trois autres résidus de la protéine. Les deux premiers, D592
et D593, voisins de R594, sont proches d’un site de phosphorylation en position 599. Le
troisiéme, Q643, est également un site de phosphorylation d’IRE1a..*"” Le résidu étant conservé
a travers les espéces’'®, il est probable que la mutation R594C provoque une perturbation de la
phosphorylation d’IREla. Une absence ou un changement dans la capacité d’IREla a étre
phosphorylé sur ces résidus pourrait induire une modification de son activité. En effet, la
mutation K599A d’IREla a déja été identifiée comme provoquant un défaut d’activité kinase

319

et RNAse dans la protéine.”” De plus, bien que la phosphorylation d’IREla ait un effet

régulateur encore partiellement décrit sur 1’activité de la protéine, plusieurs études ont soulignés

son aspect critique pour la fonction d’ IRE1a.”7*?*%

Afin de déterminer I’impact de la mutation sur les activités kinase et RNAse d’IREla,
des tests de transphosphorylation et de clivage d’ARN ont été réalisés a partir de versions
mutées d’IRE1. Dans I’expérience de transphosphorylation, la protéine yIRE1"”"*, forme
mutée d’IRE1 de levure dépourvue de toute activité kinase et donc incapable de s’auto-
phosphoryler, est mise en contact in vitro avec différentes formes d’IRE1. Apres activation de
la protéine, I’incorporation par yIRE1”"™* de phosphate radioactif est observée afin de
déterminer la capacité de la forme d’IRE1 testée a réaliser la transphosphorylation. Les résultats
montrent que la forme murine WT d’IREla est capable de phosphoryler yIRE1®*. En
revanche, les formes mutées de mIRE1 sur le résidu 594 perdent fortement en efficacité
comparé au WT, montrant que ce résidu est important pour 1’activité de transphosphorylation
d’IREla. Le controle négatif confirme que le mutant yIRE1®™* est incapable de se

transphosphoryler puisqu’aucun signal radioactif n’est détecté (Figure 25A et 25B).
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Figure 25 : Test de la capacité d’IRE1 a réaliser une transphosphorylation. (A) Radiographie d’un gel SDS-Page montrant
I'incorporation de phosphate radioactif sur yIRE1D797A. La bande du dessus correspond a I'auto-phosphorylation de la version
d’IRE1 testée. La bande du dessous correspond a la transphosphorylation de yIRE1D797A. (B) Quantification du signal radioactif
de transphosphorylation de yIRElD797A par les différentes formes testées d’IRE1. Résultats obtenus par collaboration avec
I’équipe de Franck Sicheri de I’Université de Toronto.

L’expérience de clivage d’ARN s’appuie sur la capacité d’IREla a cliver les ARN
comprenant la séquence consensus CUY“GCA“G™ présente au bout d’une structure en tige
boucle (Figure 26A).""*** Afin de tester I’activité RNAse d’IRE1c., un ARN substrat contenant
la structure en tige-boucle et la séquence consensus reconnue par IREla est modifié en 5’ et en
3> par ’ajout d’une sonde fluorescente et d’un quencher empéchant 1’émission du signal
lumineux. Les formes murines d’IRE1 WT et mutées ainsi que le substrat sont ensuite
exprimées dans la levure afin de déterminer si le substrat est clivable ou non par la protéine.
Lorsque I’ARNm substrat est clivé, la séparation de la molécule fluorescente en 5’ et du
quencher en 3’ permet I’observation d’un signal lumineux. On observe alors que seule la forme

WT de mIRE1 est capable d’induire I’activité RNAse avec clivage de I’ARNm substrat. Les
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mutants R584A et R594C ne montrent aucune intensité de fluorescence comparé au controle

négatif (Figure 26B).
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2.0%10%7+
2 oo -
4 <1007 » R594A
g 150 s R504C
v RNAonl

?:3 1.0%10%74 !
2 .
o °
S 5000000
é L]

0+ T T T 1

0 20 40 60 80

Time (min)

Figure 26 : Test de I'activité RNAse d’IRE1. (A) Schéma représentant la structure en tige-boucle et la séquence reconnue par
I'activité RNAse d’IRE1. Un premier exemple est illustré avec I’ARN de XBP1 qui posséde deux de ces régions afin d’exciser les
26 nucléotides nécessaires a la formation de I’ARNm de XBP1s. Un second exemple est donné avec I’ARNm de la protéine
SPARC, une cible identifiée de I'activité RIDD d’IRE1. D’apres Maurel & al 2014. (B) Quantification de la fluorescence observée
apres activation des différentes formes d’IRE1 en contact avec un substrat ARN clivable. Résultats obtenus par collaboration
avec I’équipe de Franck Sicheri de I’'Université de Toronto.

Collectivement, les résultats des analyses in silico et in vitro soutiennent 1’hypothese
d’une mutation délétere induisant une forte diminution la capacit¢é d’IREla a se
transphosphoryler ainsi qu’une perte totale de 1’activité RNAse. Toutefois, le modele
expérimental utilisé dans le test d’activité RN Ase se rapporte a un cas de mutation homozygote,
ce qui n’est pas le cas chez la patiente. Il est possible que la mutation IRE1a observée induise
soit une haplo-insuffisance soit un effet dominant négatif. Afin de pouvoir comparer les
résultats obtenus dans la lignée B-EBV créée a partir des PBMC de la patiente a un cas de perte
total de fonction, une lignée KO d’IREla a été générée a ’aide d’un systeme CRISPR-Cas9
utilisant une séquence guide visant I’exon 2 d’IREla. Le plasmide a été introduit dans les B-
EBV par transduction lentivirale afin d’étre intégré dans le génome. Apres sélection a la
puromycine et séparation des clones survivants, un clone KO pour IREla a été identifié. Le
clone isolé présente une délétion homozygote de 12 nucléotides de I’exon 2 sans changement
de cadre de lecture. La mutation, résidant dans le domaine luminal, induit le changement d’une
phénylalanine en leucine ainsi que la délétion de 4 acides aminés (Figure 27A). Un Western
Blot utilisant un anticorps spécifique d’IREla a révélé que cette mutation était suffisante pour

provoquer une absence totale d’expression de la protéine (Figure 27B). Une qPCR visant
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XBP1s a confirmé I'incapacité de la lignée KO IRE1a a générer la forme épissée d’XBP1 méme

apres induction du stress du RE (Figure 27C).

RN1 K
A FRNLKO B EMPTY

[ETTTCTCTCAACCCT CRISPR ERN1 KO
GTTE;GE

— IRE1o. | Ae—

i Bractine |G G—

qPCR XBP1s

Il EMPTY CRISPR
W ERN1KO

RQ-EMPTY CRISPR

Figure 27 : Génération d’une lignée B-EBV KO pour IRE1la. (A) Séquencage de I’ADN de la lignée KO IRE1la. Le clone muté
présente une délétion homozygote de 12 nucléotides dans I'exon 2 d’IRE1a. (B) Western Blot révélant la protéine IRE1la. La
lignée KO est comparée avec une lignée transduite avec le vecteur CRISPR-Cas9 vide sans séquence guide (EMPTY CRISPR).
(C) gPCR visant ’ARNm de XBP1s aprés stimulation 24H avec de la tunicamycin a Sug/mL. La lignée ERN1 KO montre une
présence résiduelle d’XBP1s 100 a 200 fois inférieure a la lignée CRISPR vide. L’activité résiduelle peut étre dd a un bruit de
fond ou un épissage non spécifique d’XBP1. N=3

Partie II : Analyse de I'expression d'IRE1la

Une analyse de I’expression d’IREla au niveau de I’ARNm et de la protéine a été
réalisée afin de déterminer si le variant d’IRE1a observé chez la patiente induit une haplo-
insuffisance ou un effet dominant négatif. Un Western Blot réalisé sur les protéines totales dans
des lignées controle et la lignée B-EBV de la patiente 1I-2 montre une diminution de moitié de
I’expression d’IREla totale (Figure 28A, B). Une analyse complémentaire de I’ADNc par
gPCR et séquencage a ensuite révéler que la lignée 1I-2 exprimait une quantité similaire

d’IREla au niveau transcriptionnel et que ’ARNm de la version mutée d’IREla était bien
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exprimé dans la cellule, sans produit d’épissage anormal. Ces premiers résultats suggerent que
la transcription d’IREla n’est pas perturbée chez II-2 et que la diminution de 1’expression
d’IREla observée pourrait étre liée a une instabilité (Figure 28C, D). Afin de confirmer cette
hypothese, la forme WT et la forme mutée d’IREla ont ét€ clonés dans un plasmide sous
contrdle d’un promoteur fort et contenant la molécule fluorescente GFP. La construction est
transfectée avec de la lipofectamine dans une lignée HEK293 afin de vérifier si la forme mutée
d’IREla était bien exprimée dans une autre lignée cellulaire humaine. Une analyse au
cytometre de flux a confirmé une moyenne de transfection d’environ 38% (Figure 28E). Les
protéines ont été extraites des cellules non triées et un Western Blot a été réalisé pour révéler
I’expression d’IREla. Les résultats montrent une surexpression induite par le plasmide des

formes WT et mutée d’IREla, confirmant que la forme mutée est exprimée et stable dans la

lignée HEK293 (Figure 28F).

Ces résultats suggerent que la forme mutée d’IREla observée chez II-2 est
probablement exprimée dans la lignée B-EBV. Toutefois, aucun des résultats présentés
n’explique la diminution de 1’expression protéique d’IREla total observée chez la patiente.
Cette diminution pourrait étre due a des variations naturelles interlignées comme le suggere
I’absence de significativité du test statistique réalisé lors de la comparaison entre la seconde
lignée controle testée et la lignée 11I-2. En effet, la variabilité des mesures de quantification ne
permet pas de confirmer une différence significative a 5%. L’expérience devra étre répétée dans
des cellules primaires issues de II-2 afin de vérifier si la diminution observée dans les B-EBVs
est dlie a une variabilité d’expression des différentes lignées ou s’il s’agit d’un phénotype propre
a cette lignée en particulier. Les résultats actuels ne nous permettent donc pas de favoriser
I’haplo-insuffisance ou I’effet dominant négatif comme modele pour expliquer 1’induction du

LES chez la patiente.
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Figure 28 : Analyse de I'expression transcriptionnelle et protéique d’IREla. dans des lignées B-EBV. (A) Western Blot
réalisées sur des protéines issues de lignées B-EBV de controles et de II-2 avec ou sans induction du stress par la tunicamycine.
Les trois lignées réagissent a I'induction du stress par une augmentation faible de I'expression protéique d’IREla. La lignée
II-2 semble exprimer une quantité réduite d’IRE1la par rapport aux contrdles. Traitement a la tunicamycine pendant 8H a
lug/mL (B) Quantification protéique d’IRE1a. réalisée a partir de trois Western Blots indépendants. Les résultats présentent
une quantité relative a la lignée controle 1. Seule la différence observée entre le controle 1 et la lignée 1I-2 est considéré
comme significative selon les tests statistiques. N=3 (C) gPCR visant I'expression d’ERN1 dans les B-EBVs avec et sans
stimulation du stress du RE a différents temps par la tunicamycine a 5ug/mL. N=3 (D) Séquencage des ADNc issus de la rétro-
transcription des ARNm extraits des lignées B-EBV controle et 1l-2. Le séquencgage vise la mutation ERN1 observée sur I’ADNc.
(E) Résultat de cytométrie en flux montrant I'apparition de cellules GFP+ positives par stimulation avec le laser FITC apres
transfection du plasmide pCDH-GFP contenant les différentes formes d’IRE1a. testées. (F) Western Blot révélant I'expression
de la protéine IRE1la dans des HEK293 apres transfection par le plasmide pCDH-GFP avec ou sans ERN1 exprimé sous
promoteur CMV. N=2
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Partie III : Analyse de I'Unfolded Protein Response

IRE1a est I’inducteur ancestral de I’UPR dans I’évolution. La mutation IRE1a pourrait
donc avoir des conséquences sur le programme transcriptionnel associé a cette voie. Une
premiere analyse par qPCR a été réalisée sur la capacité d’épisser I’ARNm d’XBP1 dans la
lignée B-EBV de la patiente II-2. Le ratio d’XBP1s/XBP1 total montre que la patiente est
capable d’induire un ratio d’activation similaire a celui d’une lignée contrdle. Toutefois, la
régulation temporelle de la voie IREla-XBP1 semble fortement perturbée chez II-2. En effet,
chez le contrdle on observe apres induction du stress par la tunicamycine une augmentation du
ratio des 2H et jusqu’a 8H apres induction. Puis, entre 24H et 32H ce ratio diminue en faveur
d’XBP1lu, témoignant d’une diminution de I’activit¢ RNAse d’IREla. Enfin, 48H apres
stimulation, le ratio XBP1 retourne a 1’équilibre, signe d’un retour du RE a I’homéostasie. Ces
variations font écho aux phases décrites par Woehlbier & Hetz ou la période 2H-8H
correspondrait a la phase 2 de réponse adaptative avec une voie IRE1a-XBP1 active, tandis que
la période 24H-32H correspondrait aux phases 3 et 4 de transition avec inhibition d’IREla..

Une fois le stress terminé, le ratio d’XBP1 retourne donc a ’état basal >'®

En revanche, la lignée 1I-2 présente a 2H une diminution du ratio d’XBP1 par
comparaison avec le contrdle 1, liée a la diminution d’épissage d’XBP1s. Le ratio rejoint ensuite
un niveau comparable a celui du contrdle a 8H puis reste stable de 24H a 32H pour finalement
atteindre un pic d’activation comparable a celui du contrdle a 2H. La voie IRE1a-XBP1 semble
donc voir son activité retardée dans le temps, modifiant completement sa cinétique. De plus,
alors que le stress du réticulum endoplasmique semble étre résolu apres 48H de stimulation
chez le controle, la voie IRE1a-XBP1 ne faiblit pas et continue d’augmenter en intensité avec
un épissage plus actif d’XBP1 a 48H (Figure 29A). Ce retard d’activation et cette augmentation
tardive suggerent que 1’activation d’IRE1a serait perturbée chez la patiente. Toutefois, au lieu
d’étre perdue, la fonction RNAse d’IREla semble au contraire ne plus pouvoir étre inhibée
apres induction du stress, un phénotype qui pourrait s’expliquer par une perte potentielle d’une
phosphorylation inhibitrice d’IREla comme suggéré dans certaines publications et par les

résultats in silico de notre étude.”*’ >
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Afin de confirmer ces résultats, une extraction des protéines nucléaires des B-EBV a été
réalisée chez un contrdle et la patiente apres stimulation a la tunicamycine. Les résultats
révelent apres 8H de stimulation une présence diminuée d’XBP1s dans le noyau chez a patiente
comparé a la lignée contrdle. En revanche, 24H apres stimulation, cette différence n’est plus
observable, indiquant donc que la voie XBP1 est bien activable avec une intensité similaire a

celle du contrdle, mais avec un retard d’exécution (Figure 29B).

La voie IRElo-XBP1 étant visiblement perturbée dans la lignée B-EBV 1I-2, des qPCR
ciblant EDEM 1 (EDEM), DNAJBY (ERdj4) et DNAJC3 (p58™"), trois cibles transcriptionnelles
d’XBP1, ont été réalisées afin de déterminer I’impact de cette perturbation sur ’'UPR." Les
qPCR d’EDEM1 et de DNAJC3 ne révelent pas de différences dans 1’induction de ces genes
apres stimulation par la tunicamycine. Toutefois, DNAJB9 montre a 1’état basal, 2H et 48H une
diminution significative de son niveau d’expression comparé au contrdle. Ce résultat suggere
que le défaut de la voie XBP1 a un impact sur la transcription de certains genes de 1’UPR,
pouvant par conséquent influer sur les conséquences fonctionnelles de ce programme
transcriptionnel (Figure 29C). L’absence de différence observable chez EDEM1 et DNAJC3 est
probablement di a I’activation conjointe de ces genes par XBP1 et ATF6f. En effet,
contrairement a DNAJB9 dont I’activation est uniquement médiée par XBP1, Yamamoto & al.
ont démontré que I’expression d’EDEM1 et DNAJC3 était également régulée par ATF6f. Les
résultats suggerent donc que 1’activation de la voie ATF6 a I’état basal et apres induction de
I’UPR permet de compenser la perte d’activation de la voie IRE1a-XBP1. D’autres génes cibles
exclusifs a XBP1 devraient étre testés afin de confirmer le défaut d’induction transcriptionnel
observé chez II-2 tels que SERP1 (RAMP4). De facon similaire, des génes exclusifs a la voie
ATF6 devront étre testés pour confirmer les résultats observés avec EDEM1 et DNAJC3 ; tels
que HSPAS5 (BiP) et HSP90BI (GRP94) >

Enfin, afin de vérifier que les défauts observés de la voie IREla n’influent pas sur
I’activation des autres voies, un Western Blot mesurant la forme totale de PERK a été réalisé.
PERK étant fortement phosphorylé aprés activation, les conditions de migration ont été
optimisées afin de mettre en évidence la différence de migration des différentes formes
phosphorylées de PERK.”' On observe que la lignée controle et la lignée 1I-2 présentent une
activation similaire de PERK apres stimulation par la tunicamycine (Figure 29D). Dans leur

ensemble, les résultats confirment que la voie IREla-XBP1 est impactée par la mutation
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présentée par la patiente II-2. Toutefois, les autres voies de I’UPR ne semblent pas étre
perturbées. En effet, la voie ATF6 semble parvenir a compenser la perte d’XBP1 pour
I’induction des genes que ces deux facteurs de transcription régulent en commun. De plus, la
voie PERK n’étant pas activée a 1’état basal et celle-ci répondant normalement a I’induction du
stress dans la lignée II-2, les résultats suggerent que la gestion du stress du RE est faiblement

altérée chez la patiente et que le défaut induit par la mutation se limite aux voies induites par

IREla.
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Figure 29 : Analyse de 'UPR et des conséquences de la mutation sur la voie IRE1a-XBP1. (A) Ratio XBP1 obtenu par gPCR
réalisée sur lignées B-EBV apreés stimulation du stress du RE par la tunicamycine a S5ug/mL pour 2H, 8H, 24H, 32H et 48H. N=3
(B) Western Blot montrant la localisation nucléaire d’XBP1s aprés stimulation pendant 8H ou 24H de B-EBV par la
tunicamycine a 5ug/mL. L’expression de la laminine A/C et 'absence d’a-tubuline permettent de confirmer la pureté de la
séparation des protéines cytoplasmiques et nucléaires. N=2 (C) gPCR réalisée sur B-EBV montrant I'expression de trois cibles
transcriptionnelles d’XBP1s : EDEM1, DNAJC3 et DNAJB9. L'induction de la voie XBP1 est réalisée par stimulation a la
tunicamycine a 5ug/mL. N=3 (D) Western Blot montrant la phosphorylation de PERK aprés induction du stress du réticulum

endoplasmique pendant 8H par la tunicamycin a 5ug/mL. « 0 » indique la forme non phosphorylée de PERK. « P » indique le
retard de migration induit par la phosphorylation de PERK. N=2
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Partie IV : Perturbations immunitaires induites par

la mutation d'IREla

IRE1a étant capable d’induire I’expression de TNFa, IFNf et IL6, I’expression de ces
trois cytokines a été vérifiée par qPCR. Si I’expression de TNFa est effectivement plus élevée,
le facteur d’induction semble trop faible pour avoir une influence sur le développement de
I’auto-immunité. L. expression d’IFNf au contraire est diminuée a I’état basal, mais les niveaux
se normalisent par rapport au contrdle en cas d’induction du stress du RE (Figure 30A). Il est
donc peu probable que ces cytokines aient une incidence sur la pathogénese du LES chez I1-2.
En revanche, I’expression d’1-6 est fortement augmentée a I’état basal ainsi qu’apres induction
du stress (Figure 30B). L’augmentation d’expression d’IL6 observée dans la lignée B-EBV de
la patiente 1I-2 a été confirmée par un test ELISA réalisé sur un échantillon de plasma de la
patiente. Bien qu’inférieure a celle d’un patient porteur d’une mutation gain de fonction de
STAT3 stimulant 1’expression d’IL6, cette augmentation est d’environ 7x par rapport aux
contrdles (Figure 30C). Ces expériences suggerent qu’il existe une surexpression constitutive
de I’'IL6 dans les lignées B, qui est probablement liée a la présence de la mutation. Des
expériences complémentaires seront nécessaires pour confirmer que 1’expression d’IL6 est bien

dépendante de 1’activité d’IREla.

Enfin, dans le but de confirmer que la pathogénese de la patiente n’est pas liée a
I’induction d’IFN/I, une signature interféron a été réalisée sur les PBMCs et apparait comme
négative chez le cas-index et deux autres membres de la famille (Figure 30D). Le
développement du phénotype auto-immun observé dans la famille A n’est donc probablement

pas di a une surexpression d’IFN/I.

L’UPR étant capable d’influer sur le destin cellulaire, une mutation d’IREla pourrait
donc orienter les cellules immunitaires vers une survie accrue ou au contraire une apoptose
précoce. Dans le premier cas, la survie permettrait a des cellules auto-immunes de se développer
en échappant aux signaux de mort induits par la tolérance. Dans le second cas, une apoptose
accrue pourrait au contraire provoquer une forte perte des cellules immunitaires régulatrices ou

bien générer un nombre accru de corps apoptotiques, induisant ainsi un lupus. Un test
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d’apoptose a donc été réalisé sur les B-EBV afin de déterminer si elles présentent un défaut
fonctionnel lié a I’apoptose. L’induction de la mort cellulaire par stimulation de la voie FAS
montre une résistante partielle mais significative a I’apoptose extrinseque chez II-2. Le résultat
opposé est en revanche observé dans les B-EBV ERN1 KO avec une apoptose accrue apres

stimulation de FAS membranaire par FASL (Figure 31A, 31B).
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Figure 30 : Tests de la fonction cytokinique de la famille A. (A) gPCR ciblant TNFa, IFN{ et (B) IL6 dans des B-EBV issus d’un
contrdle et de la patiente, traités avec de la tunicamycine a 5ug/mL. N=3 (C) Test ELISA révélant la concentration d’IL6
mesurée dans des plasmas issus de deux contrdles, la patiente II-2 et un patient porteur d’une mutation gain de fonction
(GoF) de STAT3 qui provoque une surexpression d’IL6. N=1 (D) Score Interféron obtenu dans les PBMCs a partir de gPCR
visant plusieurs génes stimulés par les IFN/I. La signature IFN est comparée a celle d’un patient porteur d’'une mutation STING
gain de fonction qui provoque une surexpression d’IFN/I. N=1
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Figure 31 : Analyse de I"apoptose extrinséque induite par FASL dans des B-EBV. (A) Cytométrie en flux des lignées B-EBV
contréle, 11-2 et ERN1 KO aprés induction de I'apoptose extrinséque par FASL. Les cellules sont marquées a I’Annexin V pour
observer I'induction du signal apoptotique ainsi qu’a I'IP afin de marquer les cellules poreuses aprés la mort cellulaire. Les
cellules vivantes sont donc Annexin V/IP,, les cellules en cours d’apoptose sont Annexin V*/IP et les cellules mortes sont
Annexin V*/IP*. N=3 (B) Quantification de I'apoptose induite a partir de la quantité observée de cellules mortes par cytométrie
en flux aprés induction de I'apoptose extrinséque par FASL. N=3
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Afin de confirmer ces résultats, une nouvelle expérience d’apoptose a été réalisée avec
d’autres inducteurs de la voie extrinseque ainsi qu’avec des inducteurs de la voie intrinseque de
I’apoptose. L’apoptose induite par mise en contact des B-EBV avec la staurosporine, un
inhibiteur de kinases, et avec I’étoposide, un composé induisant I’apoptose par induction de
dégats a ’ADN, est semblable chez le contrdle et la patiente II-2, confirmant que le défaut
d’apoptose induit par la mutation ERN1 est spécifique a la voie extrinseque. En revanche, la
lignée ERN1 KO montre une apoptose accrue en réponse a la staurosporine, confirmant I’aspect
pro-survie de la voie IREla dans la cellule. L’induction de la voie extrinseque par stimulation
de FAS membranaire avec FASL et la combinaison de I’Apol.3 et du ramig confirme les
résultats obtenus précédemment avec une diminution de I’apoptose induite chez II-2, mais une
augmentation dans la lignée ERNI KO. Enfin, I’induction de la voie extrinséque par activation
du récepteur membranaire TRAIL met également en évidence une résistance plus importante
des cellules de la patiente (Figure 32A). Afin de confirmer que la résistance a 1’apoptose
extrinséque n’est pas la conséquence d’une diminution de I’expression des récepteurs FAS et
TRAIL a la membrane, une mesure de leur taux d’expression a la membrane a été réalisée par
cytométrie en flux. Les résultats confirment une expression normale des récepteurs TRAIL a la
membrane (DR4, DRS5) ainsi qu’une expression maintenue voir augmentée de FAS (CD95) a
la membrane chez I1-2 (Figure 32B). Ces résultats préliminaires doivent étre répétés afin d’étre

confirmés.
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Figure 32 : Analyse de I’apoptose induite dans des B-EBV. (A) Quantification de "apoptose induite a partir de la quantité
observée de cellules mortes par cytométrie en flux. N=1 (B) Expression a la membrane des marques cellulaires CD19, CD95,
DR4 et DR4. L’expression de CD19 est utilisée comme géne de ménage afin de confirmer que les variations observables de
CD95, DR4 et DR5 ne viennent pas d’une expression différentielle globale de récepteurs a la membrane. Ac : Anticorps visant
le marqueur d’intérét. Iso : Isotype contréle de I'anticorps d’intérét. N=1
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Les cellules de la patiente II-2 présentant une résistance a I’apoptose extrinseque, des
Western Blot ciblant plusieurs acteurs majeurs de cette voie ont étés réalisés afin de déterminer
si I’un d’entre eux pourrait étre impliqué dans ce défaut d’apoptose (Figure 33A).** Les
Western Blot révelent une expression similaire de la pro-caspase-8 a 1’état basal et une quantité
accrue de Caspase-8 clivée chez II-2 apres induction de I’apoptose extrinseque par FAS. De
plus, I’expression de FLIP, un inhibiteur de la voie, est également diminuée chez I1-2. Ces deux
observations indiquent que la résistance a I’apoptose n’est pas associée aux étapes préliminaires
au niveau du DISC (Death Inducing Signaling Complex) le complexe d’initiation de I’apoptose
extrinseque. Toutefois, le Western Blot révélant Caspase-3 montre une forte diminution de
I’expression de la pro-caspase-3 ainsi que de son clivage. Caspase-3 étant 1’un des derniers
membres de la voie avant activation de 1’apoptose, sa diminution d’expression est en accord
avec nos résultats de résistance a I’apoptose et cela malgré les observations faites sur Caspase-

8 et FLIP (Figure 33B).

Figure 33 : Analyse de la voie extrinseque de I’apoptose —
B CNTRL1 -2 adapté de Ramaswamy & al, 2011. (A) Schéma simplifié de
FASL - + - + la voie extrinseque. La liaison de FASL a FAS permet le
rassemblement de plusieurs récepteurs FAS et 'assemblage
Procaspase 8 a — du complexe de trans.duction de signal FADD. L’assemblage

— de FADD permet le clivage de la procaspase-8 en caspase-8
active, une activité qui peut étre inhibée par c-FLIP. Une fois
— activée, la caspase-8 induit une cascade de signalisation
aboutissant au clivage de la pro-caspase-3 provoquant ainsi
I'apoptose. (B) Western Blot révélant plusieurs protéines

majeures de la voie extrinséque de I'apoptose. Les B-EBV
Ku70 ﬂh — . , . _
— furent stimulés par ajout de FASL. N=2

Clived Caspase 8 P >

FLp (W —
Procaspase 3 | " S

T I

Clived Caspase 3 -—— ‘ in vitro dans laquelle on retrouve I’ARNm de

B-Actin |} — Caspase-3."” Afin de déterminer la position

du site de restriction d’IREla dans Caspase-

Lhomond & al. ont déterminés une liste

d’ARNm clivés par I’activité RNAse d’IREla

3, la séquence de I’ARNm de CASP3 a été comparée a la séquence consensus reconnue par le
domaine RNAse d’IREla.'”>”® La séquence consensus est présente a trois reprises dans
I’ARNm de CASP3 (Figure 34A). La séquence consensus devant se trouver au bout d’une
structure en tige-boucle, les séquences proches ont été analysées grace au logiciel en ligne M-
FOLD afin de déterminer la capacité de I’ARNm de CASP3 a générer une structure secondaire
au niveau de ces séquences consensus.”” Dans les exemples présentés par Oikawa & al., la

séquence consensus identifiée qui est la cible du RIDD est présente dans son intégralité dans la
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boucle formée par la structure secondaire de I’ARNm, probablement afin de permettre a IREla
de reconnaitre la séquence consensus en la rendant plus accessible 2 son domaine RNAse .**
Par comparaison, les résultats obtenus par M-FOLD pour la séquence consensus n°1 indiquent
que celle-ci, bien que proche de la boucle, voit son site de coupure présent dans la structure en
tige, la rendant donc probablement inaccessible au domaine RNAse d’IRE1a. La séquence n°2
en revanche, est entierement présente dans la boucle comme montré par Oikawa & al. Enfin, la
séquence n°3 est présente dans une structure en boucle plus petite. Si son site de coupure est
bien présent dans la boucle, la séquence consensus se retrouve partiellement dans la tige,

diminuant les chances que ce site soit reconnu par IRE1a (Figure 34B).

Partant des résultats de cette analyse in silico, une qPCR utilisant des oligonucléotides
spécifiques de la région entourant la zone de clivage n°2, le meilleur site de restriction candidat
pour le clivage par I’activité RIDD d’IREla, a été mise au point. La qPCR est ensuite réalisée
sur des B-EBV traitées a la tunicamycine pour induire le stress du RE ou a I’actinomycine D
afin de stopper la transcription de nouveaux ARNm. Cette expérience permet de vérifier la
stabilit¢ de I’ARNm de Caspase-3 en présence ou absence de stress du RE. Les résultats
montrent une expression semblable de I’ARNm de Caspase-3 a 1’état basal entre la lignée
contrdle, la lignée de la patiente I1-2 et la lignée ERN1 KO. En revanche, le traitement a la
tunicamycine seule suffit 8 montrer une tendance de I’ARNm de Caspase-3 a diminuer de facon
significative chez la patiente, tandis que son niveau d’expression augmente dans la lignée ERN1
KO. Cette méme tendance est conservée lors de ’utilisation de 1’actinomycine D seule ou de
1’utilisation conjointe de la tunicamycine et de 1’actinomycine D. Ces résultats confirment que
la stabilité de I’ARNm de Caspase-3 est diminuée dans la lignée B-EBV de la patiente 11-2 et
que cette stabilité est influengable par I’activation d’IREla. Ces résultats suggerent donc une
activité accrue du RIDD chez la patiente, induisant une diminution d’expression de la Caspase-

3 et donc une résistance a 1’apoptose (Figure 34C).
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Figure 34 : Analyse de I'activité du RIDD sur ’ARNm de Caspase-3. (A) Séquence de ’ARNm de Caspase-3. Les séquences en
jaune correspondent aux régions 5’ et 3' UTR. La séquence bleue correspond au codon initiateur et la séquence rouge au
codon stop. Les séquences en violet représentent les 3 séquences consensus du RIDD trouvées dans I’ARNm de Caspase-3.
(B) Analyse in silico de la structure secondaire de ’ARNm de Caspase-3. Les barres noires entourent la séquence consensus
du RIDD. La fleche rouge indique la zone de coupure induite par le domaine RNAse d’IRE1la. (C) Analyse par qPCR de la stabilité
de ’ARNm de Caspase-3 par stimulation de B-EBV avec de la tunicamycine a 5ug/mL ou de I’Actinomycine D a 1ug/mL pendant
8H. N=3

95



Partie V : Analyse de la voie PI3K

Afin de déterminer si la régulation d’IREla pourrait étre altérée par des variations
d’activation de la voie PI3K, un Western Blot a été réalisé sur les lignées B-EBV de patient
pour vérifier la phosphorylation d’AKT. En effet, Sanchez-Alvarez & al. ont montré que
I’inhibition d’IRE1a est soumise aux variations de la voie PI3K en réaction a I’induction du
stress du RE. Le modele présenté dans cette étude montre que la voie PI3K est inhibée apres
activation du stress du RE tandis qu'IREla est activé en réponse a ce stress. L’inhibition de la
voie PI3K est temporaire et conduit a la déphosphorylation et 1’inhibition d’IRE1a.. En effet,
I’utilisation d’inhibiteurs de la voie AKT/mTOR pendant I’induction du stress afin d’empécher
sa réactivation, provoque un changement conséquent dans la cinétique d’activation d’IREla,
laissant sa signalisation se prolonger dans le temps. Ce changement de cinétique serait donc
dépendant de la réactivation de la voie PI3K. Les expériences complémentaires présentées dans
leur étude proposent que la régulation d’IRE1a est lié a la présence de MAM (Mitochondrial-
Associated Membrane), des domaines membranaires du RE en contact avec la mitochondrie et
dans lesquels la présence d’IREla a été confirmée.”*** Le stress du RE disloque ces MAMs
tandis que leur restauration est dépendante de la réactivation de la voie PI3K. IREla., la voie
PI3K et les MAMs formeraient donc une boucle de régulation répondant au stress du RE et
participant a la régulation de I'UPR.”* L’expérience a donc été réalisée dans les lignées B-EBV
mutante d’ERN] ainsi que dans la lignée de la patiente mutée pour PIK3R2 afin d’observer si

cette mutation provoque une dérégulation de 1’activation de la voie PI3K (Figure 35).

Les résultats des Western Blot révelent que la voie AKT est plus fortement activée 2H
apres induction du stress par la tunicamycine dans les contrdles et la lignée ERNI KO. La
quantité d’AKT phosphorylée diminue ensuite au bout de 24H. La phosphorylation d’AKT
semble également plus faible a I’état basal dans la lignée KO, confirmant un possible lien entre
IREla et la voie PI3K/AKT dans les B-EBV. En revanche, bien que les résultats semblent
suggérer une activation plus forte de la voie PI3K/AKT chez la patiente 11-2, cette observation
ne fut pas reproductible (Figure 35A). Enfin, la patiente III-1 porteuse de la mutation PIK3R2

semble comme la lignée ERN1 KO avoir une phosphorylation moins active d’AKT a I’état
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basal. En revanche, I’activation de la voie par le stress du RE est toujours possible et ne semble
pas étre perturbée (Figure 35B). Cette expérience devra étre répétée avec d’autres conditions
expérimentales spécifiques de 1’étude de la voie PI3K : une mise en culture en condition de
privation de facteurs de croissance permettra d’observer de facon plus fine 1’activation de la
voie PI3K tandis que I’utilisation d’inducteurs de la voie PI3K tels que I’OKT3, activant la voie
par I'intermédiaire du TCR, devrait permettre de mieux comprendre la régulation de la voie
PI3K dans ces lignées de patients. Ces résultats préliminaires semblent indiquer un lien entre
le stress du RE et la voie PI3K ainsi qu’un potentiel défaut d’activation a 1’état basal

d’activation de la voie chez III-1. Toutefois, ces résultats devront étre confirmés pour conclure.
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Discussion

Les résultats présentés dans ces travaux proposent une nouvelle voie impliquée dans la
pathogénese du LES. Cette voie, dépendante de 1’activité RIDD d’IRE1a., induit une résistance
a I’apoptose extrinseque en diminuant la stabilité de I’ARNm de Caspase-3. Cette résistance a
I’apoptose induite par FAS et TRAIL permettrait aux lymphocytes B auto-réactifs d’échapper
aux mécanismes de la tolérance, provoquant un risque plus élevé de développer une auto-

immunité.

La mutation d’IREla p.R594C provoque a 1’état homozygote une forte diminution de
la transphosphorylation d’IREla et une perte totale de son activit¢é RNAse. Cette perte
d’activité pourrait €tre li€e a une modification structurale dii a la perte de liaison entre les
résidus 594 et les résidus 592, 593 et 643 d’IRE1a. Notamment, liaison du résidu avec 1’acide
aminé 643 est probablement importante. En effet plusieurs études ont décrit ces dernieres
années 1’effet de divers inhibiteurs sur I’activité d’IREla et se sont attachés a expliquer le
mécanisme d’inhibition de la protéine par des analyses fonctionnelles et structurelles. Parmi
ces études, Concha & al. ont décrit les effets inverses d’inhibiteurs de kinase sur 1’activité

RNAse d’IREla : le GSK2850163 (GSK) et la staurosporine (STS).*

Le GSK est un inhibiteur sélectif d’IREla capable d’inhiber a la fois ’activité kinase
et I’activité RNAse d’IRE1a. Cette inhibition est provoquée grace a I’interaction de GSK avec
deux résidus particuliers Q612 et K599, provoquant le déplacement d’un domaine d’IREla
appelé « boucle d’activation kinase » (KAL : Kinase activation loop), dont la phosphorylation
est importante pour [’activit¢ d’IREla. En effet, des mutations des trois sites de
phosphorylation S724, S726 et S729 du domaine KAL diminuent la capacité d’IRE1a a épisser
XBP1. De plus, une co-transfection dans un modele cellulaire KO pour ERNI de plasmides
contenant la version WT et la version triple mutante d’IREla provoque un retard d’épissage

d’XBP1 avec une différence plus marquée aux temps précoces (2H/4H), un phénotype

observable dans les B-EBV de la patiente II-2. **
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La STS en revanche est un inhibiteur non spécifique d’IREla. La STS est capable
d’inhiber I’activité kinase, mais pas 1’activité¢ RNAse d’IREla. Au contraire, sa liaison avec la
forme déphosphorylée inactive d’IREla est capable d’induire son activit¢é RNAse sans
provoquer d’autophosphorylation. La STS se lie au domaine de liaison a I’ADP d’IREla par
interaction avec les résidus Q643, C645 et H692. Or ce domaine de liaison a I’ADP est
également important pour I’activité RNAse d’IREla..””” De plus, cette liaison n’a aucun effet

sur le domaine KAL .>*

Ces études décrivent par conséquent I’importance de deux domaines particuliers
présents dans le domaine kinase d’IREla : le domaine KAL qui contient trois résidus
phosphorylables essentiels a la fonction globale d’IRE1a et le domaine de liaison a I’ ADP dont
I’association avec I’ADP ou un autre composé capable de mimer cette liaison est capable de
bloquer I’activité kinase, tout en conservant une activité RNAse intacte. En plus des travaux
effectués sur les inhibiteurs et leur capacité a lier ces domaines, I’étude de mutations ponctuelles
d’ERN1 ont également souligner leur importance dans 1’activité d’IRElo. Parmi les exemples
observables, on retrouve la mutation K599A présente dans le domaine KAL qui produit un
mutant perdant toute activité kinase et RNAse®", tandis que les mutations 1642A et 1642G

provoquent des pertes partielles ou totales de 1’activité RNAse d’IRE1a respectivement.*®

L’ensemble de ces résultats ainsi que la forte conservation du résidu 594 a travers
I’évolution suggerent qu’une mutation de cet acide aminé peut avoir des conséquences
importantes pour la structure et la régulation de I’activit¢ d’IREla. Ces conséquences,
observées a I’état homozygote dans les tests in vitro tendent a montrer que la boucle d’activation
kinase serait le domaine le plus affecté par cette mutation. En effet, la perte d’activité RNAse
et la forte diminution de I’activité kinase sont des phénotypes similaires a ceux induits par la
mutation K599A ou bien I'inhibiteur GSK. De plus, I’expérience de co-expression du triple
mutant et de la version WT d’ERNI montrant un retard d’épissage d’XBP1 semblable a celui
observé chez la patiente II-2, suggere donc la présence d’un défaut similaire induit par la

mutation R594C.

N

Toutefois, une différence majeure reste a noter par rapport a ce modele, puisque

contrairement a la patiente II-2, I’épissage d’XBP1 n’est pas maintenu dans le temps comparé
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a une lignée contrdle. Les niveaux d’activation, bien que différents entre le WT et la lignée
transfectée, respectent une cinétique semblable. Il existe donc un autre niveau de régulation
lié au domaine KAL d’IRE1a. En effet, si certaines études montrent que la phosphorylation du
domaine KAL est nécessaire pour I’activit¢ RNAse d’XBP1, d’autres au contraire montrent
dans la levure I’existence d’une activité RNAse en absence de toute phosphorylation comme
expliqué dans I’Introduction Partie I1I-C-3-iii.”***** Si cette observation aurait pu étre expliquée
par le fait que cette caractéristique soit exclusive a la levure, cette possibilité a été réfutée par
Sanchez-Alvarez & al. qui ont montré dans un modele cellulaire humain qu’un triple mutant
pour les résidus phosphorylés du domaine KAL était capable d’induire 1’épissage d’XBP1 et

cela de fagon prolongée dans le temps comparé a un controle.”*

L’ensemble de ces observations nous permettent de poser I’hypotheése que la mutation
R594C d’IREla va induire un changement structurel de la protéine avec un fort impact sur le
domaine KAL d’IREla. Cette perturbation va influer sur la structure et/ou sur la
phosphorylation des résidus phosphorylables du domaine KAL, provoquant une diminution de
I’activité kinase et une perte de 1’activité RNAse. Toutefois, la mutation étant retrouvée a 1’état
hétérozygote, la formation de dimere et/ou d’oligomeres d’IREla permet de restaurer
partiellement I’activité d’IREla, induisant un retard d’épissage d’XBP1. En revanche, si
I’activité globale d’IRE1a est préservée grace a la formation des groupes d’homo-oligomeres
WT et d’hétéro-oligomeres WT-Mutants, la forme mutée d’IRElo ne pouvant &tre
phosphorylée, elle induit un gain de fonction en stoppant 1’activité inhibitrice de la
déphosphorylation d’IRE1a, provoquant ainsi une activité prolongée dans le temps (Figure
13B). Cette activité prolongée modifie la cinétique d’activation d’IRE1a, permettant a celui-ci
d’empécher I’apparition de I’'UPR terminal par maintien de la voie pro-survie IRE1a-XBP1 et
promouvant également I’activité du RIDD capable de cliver ’ARNm de Caspase-3, induit une
résistance a 1’apoptose extrinseque. Cette modification de I’activité d’IREla induit ainsi un
phénotype protecteur face a la mort cellulaire induite par les mécanismes de la tolérance

immunitaire, permettant ainsi aux cellules auto-réactive d’induire une auto-immunité.
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Figure 4 : Modéle d’activation normal et pathologique d’IRE1c. proposé a partir de I'analyse de la mutation R594C d’IREla
— Adapté de Sanchez-Alvarez & al, 2017 (A) En condition physiologique, le stress du RE active la fonction RNAse d’IREla et
provoque son oligomérisation pour augmenter cette activité. L'inhibition d’IRE1la, dépendante de sa déphosphorylation
permet d’éteindre rapidement son activité. (B) La mutation R594C provoque un défaut de phosphorylation de la forme mutée
d’IREla, provoquant une résistance a I'inhibition induite par 'UPRosome. L’absence de phosphorylation permet de maintenir
une activité RNAse sur une plus grande durée, augmentant I'effet protecteur pro-survie d’IRE1la.

Si les résultats de notre étude permettent de poser une hypothese sur I’influence de la
mutation R594C d’IREla sur le développement du LES, ceux-ci sont a I’heure actuelle
insuffisants pour démontrer formellement I’implication des défauts de cette voie de I’'UPR dans
I’auto-immunité. En effet, bien que plusieurs indices dans le phénotype présenté par la patiente
II-2 ou la lignée ERNI KO suggerent fortement une implication de la voie IREla dans les voies
étudiées, aucune des expériences présentées ne démontre un lien direct de cause a effet entre le
phénotype auto-immun observé et la mutation ERNI. L’expression augmentée d’IL6 qui est un
facteur indicateur d’une activation d’IRE1a’**, le phénotype opposé de résistance ou de mort
accrue a I’apoptose présentés respectivement par la patiente et la lignée ERNI KO, de méme
que la stabilité diminuée de I’ARNm de Caspase-3 chez la patiente et au contraire augmentée
dans la lignée ERNI KO sous tous trois des signes d’une dérégulation cellulaire liée a ERN1.
Enfin, il reste possible que le variant d’ IRAK4 identifiée dans cette famille contribue, avec la
mutation d’ERNT1 a I’émergence de la pathologie. La voie de signalisation de I’IL.1 ne pouvant
étre étudiée sur les lignées B-EBV, il sera nécessaire de tester cette hypothese sur des cellules
non transformées. L’absence de nouveaux prélevements pendant la durée de ce travail n’a en
effet pas permis de réaliser ces expériences, mais leur obtention récente devrai permettre de

résoudre cette question.

Par conséquent, ces résultats préliminaires doivent €tre soutenus par de nouvelles
expériences permettant de prouver de facon irréfutable I'implication d’IREla dans le
développement du LES. Dans un premier temps, il est nécessaire de parvenir a obtenir une
réversion du phénotype observé dans le modele B-EBV de la patiente 1I-2. En effet,
I'utilisation d’un shRNA permettant de diminuer ’expression d’IREla permettrait de
confirmer I’implication de la protéine en provoquant une réversion de la production d’IL6 ainsi
qu’une perte de la résistance a I’apoptose. Par la suite, notre étude ne s’étant concentrée que sur
le modele B-EBV obtenu chez la patiente, il est nécessaire de vérifier si un phénotype
similaire est observable sur des cellules primaires issues des PBMCs de la patiente. Dans

cette optique, des lymphocytes T primaires seront activés a partir de PBMCs et seront utilisés
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pour réaliser un test d’apoptose ainsi que des Western Blot visant IREla et Caspase-3. Ces
tests permettront de confirmer que la résistance a 1’apoptose par dégradation de Caspase-3 n’est
pas limitée qu’a la lignée immortalisée B-EBV et détermineront également si la diminution de
I’expression d’IREla observée chez la patiente est un phénotype réel a intégrer dans notre

modele ou un artefact.

Une fois ces vérifications effectuées, il sera nécessaire de réaliser des panels permettant
d’analyser d’autres populations immunitaires notamment les LT et les DC. Les LT subissant
tous comme les LB une pression de sélection contre les clones auto-réactifs, le mécanisme
décris dans notre modele pourrait également s’appliquer a eux. Quant aux DC, I’influence
d’IRE1la sur la présentation des antigenes sur le CMH de classe I pourrait modifier leur fonction
tolérogene et provoquer 1’activation de lymphocytes auto-réactifs. De plus, I’activation induite
de I’inflammasome par IREla (Introduction-Partie III-C-4-ii) et la production consécutive de
cytokines inflammatoires pourrait provoquer I’activation du systeme immunitaire. Cela ne
semble pas €tre le cas dans la famille présentée pour les interférons de type-I mais d’autres
cytokines, tel que I’IL6 pourraient étre impliquées. Notamment il est nécessaire de vérifier si
le phénotype observé en particulier la résistance a I’apoptose extrinseque est limité aux
LB ou bien s’il est généralisable a d’autres types cellulaires. Enfin, il faudrait vérifier si la
production anormale d’IL6 est également impliquée dans cette résistance a I’apoptose qui est
aujourd’hui le mécanisme le plus pertinent pour expliquer une rupture de la tolérance au soi et
I’apparition de manifestations auto-immunes. En effet, dans la lignée de souris MRL, qui
développe des traits lupiques a environ 20 semaines, la survenue de la maladie est plus précoce

(8 a 12 semaines) lorsque la voie Fas est mutée comme dans les souris MRL-Ipr.

Bien que notre hypothese s’appuie a la fois sur des résultats obtenus in silico et in vitro
ainsi que sur une étude de la littérature actuelle d’IRE1a, d’autres expériences fonctionnelles

et structurelles sont nécessaires pour en confirmer la validité. Parmi elles sont envisageables :

= La vérification de I’activité kinase d’IRE1a.,

= [’observation de la structure du mutant,

= Laréalisation d’un test mesurant la capacité du mutant a interagir avec lui-méme ou une
version WT de la protéine,

= La vérification de son profil de phosphorylation,
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= L’identification des partenaires protéiques de I’UPRosome et d’un possible changement
de sa constitution induit par la mutation IREla.,

= [’observation de I'influence de la mutation sur le profil d’oligomérisation d’IREla

dans le RE.

L’ensemble de ces points nécessitent des éclaircissements et seront des informations
cruciales pour la confirmation du modele proposé. L’activation de la voie kinase d’IREla ne
fut pas abordée a la fois par manque de temps et par choix stratégique, la voie NF-kB étant
fortement influencée par la présence d’EBV dans notre modele cellulaire™', la priorité fut

donnée a I’étude de la voie RNAse. En revanche, I’étude de la voie JNK devrait pouvoir étre

réalisé dans les B-EBVs.

Enfin, d’autres éléments non discutés dans les résultats soutiennent 1’hypothese de
I’implication d’IRE1a dans le développement du LES. En effet, un modele murin porteur de la
mutation R594C a 1’état hétérozygote dans la lignée C57BL/6 a été généré grice a une
collaboration avec 1’équipe du Dr Pauline Soulas-Sprauel. Ces souris actuellement a 1’étude

présentent les caractéristiques suivantes :

= Une absence de défaut d’expression transcriptionnelle et protéique d’IRE1a, suggérant que
la diminution observée serait dii a un artefact issue de la lignée B-EBV de la patiente II-2.

= Une perte partielle de I’expression d’XBP1s semblable a celle observée dans notre étude.

=  Une dérégulation de I’homéostasie des LB et LT périphériques avec une augmentation du
nombre de LB dans la rate et une diminution des LT naifs dans la rate et les ganglions
lymphatiques.

= Une sécrétion accrue d’anticorps par les LB exclusive aux IgM.

= Le développement d’auto-anticorps IgM et IgG dans un sous-groupe de souris mutées.

Ces résultats semblent confirmer que la mutation R594C d’IREla induit un état de
susceptibilité accrue a 1’auto-immunité par la dérégulation des lymphocytes aboutissant a la
génération d’auto-anticorps. De plus, au cours de cette étude, d’autres familles présentant des
mutations de genes impliqués dans I’'UPR ont étés identifiées au laboratoire (Tableau 6). La

présence dans ces familles souffrant d’atteintes auto-immunes d’autres mutations d’ ERN, mais
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également de mutations d’EIF2AK3 (PERK) et PPPIRI5A (GADD34) renforce I'idée que

I’étude de I’'UPR est nécessaire a la compréhension du développement de 1’auto-immunité.

Gene Mutation Phénotype

ERNI p.T944A Hépatite a cellule géante et Anémie hémolytique autoimmunue

p-R781W Lymphohistiocytose hémophagocytaire, Arthrite et Adénopathie
EIF2AK3 pI305V Ulceres oraux, Phénomene de Raynaud, Arthralgie
PPPIRI5A | p.VI9OM PTI, Arthralgie, Anticorps anti-nucléaires, SGS, LES, Raynaud

Tableau 6 : Liste des mutations des génes impliqués dans I’'UPR retrouvés dans des familles atteintes de syndromes auto-
immuns présentés au laboratoire.

Parmi les limites de cette étude, il est nécessaire de rappeler que celle-ci s’appuie
exclusivement sur 1’induction du stress du réticulum par la tunicamycine, un inhibiteur de la
glycosylation des protéines qui provoque I’accumulation de ces protéines en formation non
glycosylées dans le RE. L usage de cet inhibiteur fut préféré dans notre étude a cause des lourds
effets secondaires induits par d’autres inducteurs du stress connus tels que la Brefaldine A qui
bloque le transport des protéines du RE au Golgi en inhibant la liaison entre les protéine COP-
I et la membrane du RE ; ou encore la thapsigargine qui provoque un relargage du calcium du
RE en inhibant les pompes SERCA du RE responsables du transport actif du calcium
cytosolique dans le RE. De plus, Bergmann & al. ont démontrés dans la lignée HEK293 que
I’induction de I’UPR par ces composés ont des conséquences variées qui ne peuvent reproduire
fidelement des évenements induits par une accumulation physiologique des protéines mal
conformée. Parmi les différences observées par cette étude entre 1’induction chimique du stress
et ’induction par accumulation induite de la production de protéines mutées mal conformées,
les auteurs rapportent que I’induction transcriptionnelle de cibles de I’UPR par les inducteurs
chimiques n’est pas toujours reflétée au niveau protéique alors que I’induction par les protéines
conformées semble conforme aux analyses transcriptionnelle.” 1l est donc nécessaire lors de
I’étude de I’'UPR d’obtenir un modele cellulaire comprenant un systeme d’expression inductible

d’une protéine mal conformée.

Enfin, dans le cas de PIK3R2, le premier résultat obtenu semble indiquer une faible
diminution de D’activation de la voie a 1’état basal. Un tel phénotype, s’il se confirme,
indiquerait que la mutation PIK3R2 serait de type gain de fonction car elle augmenterait la
capacité de p85f a inhiber I’activation de p110. Toutefois, cette hypothese nécessite encore de

nombreuses expériences pour pouvoir étre défendue puisque les B-EBV de la patiente III-1
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répondent positivement en phosphorylant AKT apres induction du stress du RE. Cependant, ce
résultat n’exclut pas I’hypotheése proposée puisque le stress du RE pourrait induire la
phosphorylation d’AKT par une autre voie que la voie PI3K. Afin de confirmer I’hypothese de
gain de fonction, il est donc primordial de tester I’activation de la voie par induction classique
de la voie PI3K. Une fois cette vérification effectuée, des tests supplémentaires sur I’activation
des cibles transcriptionnelles et sur les fonctions dépendantes de 1’activation de PI3K seront
nécessaires pour tirer les premieres conclusions sur le mécanisme physiopathologique a
I’origine du LES observé chez la patiente. De plus, le tableau clinique de la famille et la
répartition de la mutation ne permettent pas d’exclure I’hypothése qu’un autre variant soit
causal dans la maladie ou que d’autres facteurs génétiques ou environnementaux favorisent

’apparition de 1’auto-immunité dans cette famille.
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Conclusion

Afin de comprendre la pathophysiologie du lupus nous étudions des formes familiales
ou pédiatriques de ce syndrome dans le but de découvrir de nouvelles formes monogéniques du
LES. L’étude de ces formes monogéniques permet de découvrir et caractériser de nouvelles
voies impliquées dans le développement de cette maladie avec pour objectif de développer des
cribles diagnostiques permettant de mieux stratifier les patients ainsi que de proposer de

nouvelles cibles thérapeutiques pour les patients souffrant de défauts de ces voies.

Notre projet a permis de mettre a jour deux nouvelles mutations résidant dans les genes
ERNI et PIK3R2. ERNI, codant IREla, est le principal inducteur d’un programme
transcriptionnel activé en réponse a l’accumulation dans le réticulum endoplasmique de
protéines mal conformées. L’activation et la modulation d’IREla sont essentielles pour
déterminer le destin cellulaire en réponse a ce stress. Nos résultats indiquent que la mutation
d’IREla, identifiée dans une famille souffrant de plusieurs syndromes auto-immuns dont un
cas de lupus, provoquerait une modification de la cinétique de son activation, induisant une
résistance a 1’apoptose extrinseque par diminution de la stabilité de ’ARNm de Caspase-3 et
I’activation augmentée dans le temps de sa fonction pro-survie liée a 1’épissage d’XBP1.
L’induction de cette résistance permettrait en retour aux cellules immunitaires auto-réactives
telles que les lymphocytes B ou T d’initier une réponse auto-immune en échappant a la mort
induite par les mécanismes de la tolérance. PIK3R2, codant p85f, est un régulateur de la voie
PI3K, s’associant a p110 afin de moduler son transport a la membrane tout en le maintenant
sous forme inactive. En cas d’activation par induction du TCR ou détection de facteurs de
croissance, p85f se détachera de p110, activant ainsi la voie PI3K. Des mutations gain de
fonction de PRKCD (p1100) et PIK3RI (p85a) provoquant une activation constitutive de la
voie ont déja été identifiées comme inductrices de I’APDS, un syndrome d’immunodéficience ;
la mutation PIK3R2 semble étre un bon candidat pour expliquer le développement de 1’auto-

immunité dans cette famille et nécessitera une attention toute particuliere.

Les résultats de cette étude renforcent I'idée proposée par la littérature scientifique

actuelle que la protéine IRElo possede une fonction importante dans 1I’immunité,
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complémentaire a celle de I’adaptation de la cellule au stress du réticulum endoplasmique. Si
les résultats obtenus dans le modele B-EBV utilisé dans notre laboratoire se confirment dans
les cellules primaires de la patiente et le modele murin actuellement a 1’étude, nous proposons
que I’épissage d’XBP1 soit utilisé comme critere de discrimination pour les patients dont I’auto-
immunité serait dii a une activation défectueuse de la voie IREla. Si la proportion de patients
atteints d’une auto-immunité propre a cette voie se multiplie, la mise au point d’un test
d’analyse transcriptionnel des cibles de ’'UPR, similaire a celui utilisé pour la détection des
signatures interféron, permettrait de généraliser ce critere de discrimination aux trois voies de
I’UPR. L’utilisation d’un tel test permettrait ainsi de déterminer si un patient est atteint d’une
auto-immunité induite par I’'UPR ainsi que d’identifier laquelle des voies de I'UPR est
impliquée dans ce défaut. L utilisation d’inhibiteurs spécifiques d’IREla, PERK ou ATF6 en
fonction des cas rencontrés permettrait ainsi d’agir directement sur la cause de la maladie. De
facon plus pragmatique, si la résistance a 1’apoptose est observée sur les lymphocytes T en
condition de stress du RE ou en présence d’IL6, ce test fonctionnel pourrait étre utilisé pour
stratifier les patients. Enfin, si la production exacerbée d’IL6 se confirme également, cela
pourrait représenter un biomarqueur intéressant et facile d’acces, suggérant 1’utilisation

d’anticorps monoclonaux anti-IL6 pour renforcer 1’arsenal thérapeutique.

Ce travail indique que les causes monogéniques qui prédisposent a la survenue du lupus
sont certainement tres variées et qu’il faut donc continuer ces études génétiques par « Next
Generation Sequencing » afin de décrire les différentes causes génétiques potentiellement

associées et de pouvoir identifier de nouvelles cibles thérapeutiques spécifiques.
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