N
N

N

HAL

open science

Répertoire B auto-réactif T-dépendant et t-indépendant
dans la Polyendocrinopathie Auto-immune de type 1

Emmanuelle Proust Proust-Lemoine

» To cite this version:

Emmanuelle Proust Proust-Lemoine. Répertoire B auto-réactif T-dépendant et t-indépendant dans la

Polyendocrinopathie Auto-immune de type 1. Médecine humaine et pathologie. Université du Droit

et de la Santé - Lille 11, 2010. Francais. NNT: 2010LIL2S051 . tel-00625477

HAL I1d: tel-00625477
https://theses.hal.science/tel-00625477

Submitted on 21 Sep 2011

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00625477
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université Lille Nord de France
E g S

THESE

UNIVERSITE Lille 2 — Droit et santé
Pour I’obtention du titre de Docteur en Sciences de la Vie
Spécialité Immunologie

Présentée et soutenue publiquement par :
Emmanuelle PROUST-LEMOINE
Le vendredi 17 décembre 2010

REPERTOIRE B AUTO-REACTIF
T-DEPENDANT ET T-INDEPENDANT
DANS LA POLYENDOCRINOPATHIE AUTO-IMMUNE DE TYPE 1

JURY

Professeur J.C. Carel Rapporteur
Professeur L. Prin

Professeur J. F. Tron Rapporteur
Professeur J.L. Wémeau Directeur de Thése
Docteur D. Lefranc

Docteur R. Mallone



Je dédie cette theése
A Stéphane,
A Elise et Clémence,

A mes parents,

Votre soutien, votre présence m’ont été des plus précieux.

A mes grands-parents,

Votre magnifique parcours de nonagénaires demeure un exemple pour moi.



Aux autres membres de ma famille,

A mes amis,
Vous tous dont j’ai croisé la route et qui comptent toujours pour moi,
De Saintes, Cognac, Bordeaux, Montpellier, Paris, New Y ork, Nouakchott, du Kivu,

De Lille et ses alentours, de Bayonne et d’ Anglet...

A mes collégues, de Lille et d’ailleurs,



A mes rapporteurs et juges
Monsieur le Professeur Carel
Tres spontanément vous avez accepté de juger ce travail, ¢’est un honneur pour moi.

Votre dynamisme, votre enthousiasme, votre expertise reconnue internationalement

demeurent un exemple pour moi. Que cette these soit le témoignage de mon profond respect.

Monsieur le Professeur Tron
Vous avez immédiatement accédé a ma demande de juger cette thése.

Veuillez trouver ici I’expression de mes sinceres et respectueux remerciements.

A mes examinateurs et juges
Monsieur le Professeur Prin
Vous me faites I’honneur de juger ce travail.
J’ai pu bénéficier durant toutes ces années de votre soutien, de votre enseignement,
de vos conseils, notamment durant la rédaction de cette thése.

Veuillez recevoir I’expression de ma sincere gratitude et de mon profond respect.

Monsieur le Docteur Lefranc
Tu as accepté de juger cette thése. J’ai beaucoup apprécié ton soutien, ton éternel optimisme

et ta bonne humeur. Sois assuré de ma reconnaissance et de ma sincére amitié.

Monsieur le Docteur Mallone
Vous avez immédiatement accepté de juger ce travail.

Soyez assuré de ma sincere reconnaissance.

A mon directeur de thése
Monsieur le Professeur Wémeau
Vos enseignements m’ont été précieux tout au long de mon parcours lillois.

Vous m’avez fortement encouragée a débuter cette thése. Je vous suis reconnaissante de

m’avoir soutenue jusqu’a I’issue de celle-ci. Soyez assuré de mes sincéres remerciements.



Je tiens a remercier également

Monsieur le Professeur Dessaint,

Qui a accepté de m’accueillir dans le laboratoire d’Immunologie.

L’ensemble des médecins, cliniciens et biologistes, qui ont participé a 1’étude,
dans I’Inter-région Nord-Ouest, puis sur le territoire national dans le cadre du PHRC,
Pour leur aide dans le recrutement des patients, dans la réalisation des prélévements,

et pour I’accueil qu’ils m’ont réservé dans leurs centres hospitaliers respectifs.
Je tiens a remercier en particulier, Monsieur le Professeur Hervé Lefebvre,

pour son enthousiasme pour cette thématique et sa sympathie.

Mesdames les Docteurs Pascale Saugier-Veber, Isabelle Fajardy, Nicole Fabien,

Sophie Duban pour leur aide technique et leurs aimables conseils.

Amélie et Virginie,
Pour leur sourire, leur bonne humeur, leur sens de I’humour, et bien str pour 1’aide apportée

pour faire aboutir ensemble ce travail. Soyez assurées de ma sincere amitié.

Sylvain, Isabelle, Caty, Patricia, Jean-Emmanuel, Sandrine, Guillaume, Bénédicte,

Pour leur écoute, leurs conseils et leur sympathie.

Fanny, Christine, Laura, Anne-Sophie, Frédérique, Sophie, Catherine,

Pour leur présence au quotidien durant ces deux années de clinicat, leur gentillesse, et leur

soutien sans faille dans les moments les plus difficiles.

Toutes les internes avec qui j’ai apprécié de travailler dans la joie et la bonne humeur,

Le personnel d’Endocrinologie du CHU de Lille,

Notamment Patricia et Christine, pour ne nommer qu’elles...



Le personnel du laboratoire d’Immunologie,

Laure, Chantal, Jacques, Laurence, Véronique, et tous les autres...

L’équipe du PHRC, et ses attachés de recherche clinique.

Les médecins anatomo-pathologistes et les chirurgiens qui m’ont fourni les tissus
nécessaires a ce travail : Mesdames et Messieurs les Professeurs Véronique Martinot, Frangois
Pattou, Bruno Carnaille, Dominique Chevalier, Emmanuelle Leteurtre, Xavier Leroy,

Madame le Docteur Agnes Wacreniez, et Monsieur le Docteur Laurent Arnalsteen.

Les patients qui ont accepté de se déplacer en vue de ce travail et de I’enquéte clinique,

familiale et a la réalisation de nombreux prélévements sanguins.



RESUME
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Résumé :
La polyendocrinopathie auto-immune de type 1 (PEA1) est liée aux mutations du géne A/RE. En
I’absence de AIRE se développe un défaut de tolérance immune centrale, a 1’origine de pathologies

auto-immunes multiples spécifiques d’organe.

Objectif: évaluer ’effet d’une altération « exemplaire » du répertoire T sur les empreintes auto-

réactives humorales.

Meéthodes: les données cliniques et immunologiques ont été recueillies chez des patients atteints de
polyendocrinopathie auto-immune de type 1, puis ils ont bénéficié¢ du séquengage du géne A/RE. Chez
ces patients ont été analysés les profils d’auto-réactivité sérique IgG et IgM vis & vis des tissus
pancréatique et surrénalien, en comparaison a des patients atteints d’autres endocrinopathies auto-
immunes, et a des sujets sains. Les bandes antigéniques discriminantes ont été sélectionnées grace a un

test de Chi-2, et une approche immuno-protéomique a permis leur caractérisation moléculaire.

Résultats: dix-neuf patients atteints de PEA1 ont pu étre étudiés. Ils présentaient de 1 a 10
manifestations cliniques liées a la maladie. Quatre mutations du géne AIRE différentes ont été
identifiées, et la délétion 13-bp dans I’ exon 8 (¢.967-979del13) s’est avérée la plus fréquente. L’étude
en immuno-empreinte a permis d’identifier 6 antigénes préférentiecllement reconnus par les patients
atteints de PEA1. Leur caractérisation par approche immuno-protéomique a permis de montrer qu’il
s’agissait a la fois d’antigénes tissu-spécifiques (lipase pancréatique reconnue a la fois par les IgM et
les IgG, amylase pancréatique reconnue par les IgG, Regenerating Protein 1 alpha pancréatique ciblée
par les IgM) mais également ubiquitaires (péroxiredoxine-2 reconnue a la fois par les IgG et les IgM,
Heat Shock cognate 71kDa Protein ciblée par les IgM, aldose réductase reconnue par les IgG).

Conclusion: une altération majeure du répertoire T auto-réactif, telle que celle liée aux mutations du
géne AIRE, affecte de maniére importante les réponses humorales sériques auto-réactives dépendantes
d’IgG, mais également d’ IgM. Ces modifications touchent a la fois des antigénes tissu-spécifiques et
ubiquitaires, nous faisant évoquer un rdle au moins partiel de AIRE dans des phénomeénes T-

indépendants et /ou des altérations de I’immunité naturelle.
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GLOSSAIRE
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PARTIE I : INTRODUCTION

Si le sujet a été longtemps controversé, il est maintenant communément admis que les
phénomenes d’auto-réactivité correspondent a un événement physiologique majeur. Non
seulement le systéme immunitaire a la faculté¢ de reconnaitre le « soi », préalable indispensable
a la construction du répertoire immunologique, mais il est également capable, a la fois
d’¢liminer les cellules hautement auto-réactives et pathogenes, et de contrdler en permanence
les cellules faiblement auto-réactives qui ont €té préservées. En effet, certaines de ces cellules
naives ne sont pas ¢liminées, et leur maintien s’avére méme indispensable a 1’homéostasie du
systéeme immunitaire. Ces phénomenes de tolérance s’exercent donc a la fois au niveau central
(élimination des cellules trés auto-réactives), mais également au niveau périphérique (controle
des cellules faiblement auto-réactives).

Ainsi, chacun possede des clones lymphocytaires naifs T et B faiblement auto-réactifs,
mais aussi des anticorps naturels dirigés contre des antigénes du soi, dits auto-anticorps
naturels, présents avant méme tout contact antigénique externe. Ces auto-anticorps, participent
a une premicre ligne de défense. Ils constituent une part importante des immunoglobulines (Ig)
circulantes, et présentent différentes spécificités isotypiques (IgM, IgG ou IgA). Bien que ce
répertoire auto-réactif humoral « primordial » évolue et varie d’un individu a l’autre (rdle
probable de I’environnement et de 1’ « histoire antigénique » du sujet), il demeure, semble-t-il,
relativement conservé au sein de I’espeéce humaine. Son répertoire serait restreint a un nombre
limit¢ d’antigénes du soi, formant une sorte d’ « empreinte » dénommée « homunculus
immunologique » [1]. Cette relative conservation du répertoire se vérifie a la fois pour les IgM,
mais également pour les IgG [2-4].

Des travaux antérieurs du laboratoire ont montré que le répertoire auto-réactif des IgG
sériques pouvait étre altéré dans certaines circonstances pathologiques [5, 6]. Ainsi, dans la
sclérose en plaques (SEP), cette altération a ¢ét¢ mise en évidence par analyse en immuno-
empreinte. Ceci a permis de distinguer des singularités de profils d’auto-réactivité en
individualisant clairement les sujets controles (sujets sains et sujets atteints de syndrome de
Gougerot-Sjogren) des patients atteints de SEP. Cette analyse distingue méme les différentes
formes cliniques de SEP [5]. Ces altérations du répertoire des IgG sériques surviennent tres tot,
des les premicres manifestations de la maladie [7]. La caractérisation des cibles auto-réactives

iscrimi i uno- Somiqu i i 1 uelqu 19¢€ u
discriminantes par immuno-protéomique a permis d’identifier quelques antigénes propres a
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systeme nerveux central [8]. De maniére plus inattendue, la majorité des protéines identifiées
par cette approche correspondent majoritairement a des protéines ubiquitaires.

Ces résultats nous ont conduit & nous interroger quant a la signification de telles
anomalies du répertoire B dans une pathologie supposée T-dépendante comme la SEP [9]. De
plus, nous avons été intrigués par le fait que les protéines identifiées comme antigeénes
discriminants étaient majoritairement non spécifiques de tissu, dans une pathologie touchant
spécifiquement le tissu cérébral. En d’autres termes, nos premiers résultats obtenus dans la SEP
témoignent-ils d’un déréglement qui affecte a la fois la réponse immune thymo-dépendante
(T-dépendante) et thymo-indépendante (T-indépendante)? Si la méthodologie employée
(modalités de réalisation des immuno-empreintes) ne permet pas d’exclure une telle hypothese,
il était nécessaire de le confirmer pour mieux appréhender notamment la part respective de
I’auto-réactivité naturelle et celle de I’auto-réactivité acquise dans les modifications des

Immuno-empreintes.

Afin de répondre a ces interrogations, il nous est apparu pertinent d’utiliser un mod¢le
humain pathologique supposé particulierement exemplaire en matiere de T-dépendance. Dans
ce modéle en effet, il existerait des anomalies moléculaires et cellulaires affectant des
processus de tolérance des lymphocytes T et participant au développement de maladies auto-
immunes multiples, spécifiques d’organe. Le syndrome APECED (Autoimmune
PolyEndocrinopathy Candidiasis Ectodermal Dystrophy) ou polyendocrinopathie auto-immune
de type 1 (PEAT) correspond a cette définition. Il s’agit en effet d’une des rares pathologies
auto-immunes d’origine génétique bien définie. De transmission autosomique récessive, elle
est liée aux mutations du geéne A/RE et se caractérise par un défaut de sélection négative
thymique de clones T auto-réactifs vis-a-vis d’antigénes tissus-spécifiques, entrainant une
atteinte auto-immune des organes cibles. La PEA1 constitue ainsi une maladie auto-immune
exceptionnelle, du fait de son origine monogénique et de son mécanisme physiopathologique
qui semble aujourd’hui bien défini. Nous verrons qu’a la suite de nos travaux, de nouvelles

pistes physiopathologiques peuvent étre évoquées.
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I. La polyendocrinopathie auto-immune de type 1 ; aspects épidémiologiques et clinico-
biologiques

A. Epidémiologie

La PEA1 est une pathologie rare, dont la fréquence varie d’un pays a 1’autre. Sa
prévalence en Finlande (ou un grand nombre de cas ont ét¢ décrits du fait d’un effet
fondateur) est de 1/25000 [10]. Elle est de 1/14400 en Sardaigne [11] et de 1/9000 dans la
population juive iranienne [12]. Récemment, dans la population norvégienne, la prévalence a
été évaluée a 1/90 000 [13], alors qu’elle serait de 1/43 000 en Slovénie [14], de 1/129 000 en
Pologne [15] et de 1/130 000 en Irlande [16]. Sa prévalence en France restait jusque la
incertaine car seules quelques observations isolées avaient été rapportées. Dans le monde, on
a estimé le nombre de patients atteints a environ 500, ce qui est probablement sous-estimé. Sa

transmission est autosomique récessive, liée aux mutations du gene AIRE [10].

B- Aspects cliniques

La PEAI se caractérise par 1’association d’une polyendocrinopathie auto-immune,
associ¢ ou non a d’autres pathologies auto-immunes non endocriniennes, d’une candidose
cutanéo-muqueuse chronique et d’une atteinte ectodermique. Elle est définie par la présence
d’au moins 2 des 3 atteintes principales que sont 1’insuffisance surrénalienne (ou maladie
d’Addison), I’hypoparathyroidie et la candidose ; ces 3 composantes constituent le syndrome
de Whitaker [17]. Cette affection débute ordinairement dés I'enfance, mais sa reconnaissance
est possible a I'adolescence et 1'age adulte. Le phénotype clinique est extrémement variable
d’un individu a I’autre, puisque les patients peuvent présenter entre 1 et 10 atteintes cliniques
différentes [18]. Les principales atteintes ainsi que leurs fréquences relatives sont résumées

dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Les principales atteintes et leur fréquence relative dans les principales séries cliniques (H=homme, F= femme, ND=non détermin¢)

Série Série juive Série Série
finlandaise iranienne italienne norvégienne
1990 [19] 1992 [12] 1998 [20] 2007 [13]
68 patients 23 patients 41 patients 36 patients
Endocrinopathies
» Hypoparathyroidie 79% 96% 93% 82%
» Insuffisance surrénalienne 72% 22% 73% 68%
» Hypogonadisme périphérique 60% F 3F 60% F 53%F
14% H 3H OH OH
» Diabéte de type 1 12% 4% 2,5% 9%
» Hypothyroidie 3% 3% 10% 9%
» Hypophysite ND ND 7% 0
Autres maladies auto-immunes
» Anémie de Biermer 13% 9% 15% 0
» Malabsorption 18% ND 15% 9%
> Hépatite 12% ND 20% 3%
> Alopécie 29% 13% 37% 41%
» Vitiligo 13% ND 12% 20%
Candidose cutanéo-muqueuse 100% 17% 83% 79%
Atteintes ectodermiques
» Kératopathie 35% ND 12% 9%
» Hypoplasie de 77% ND ND 38%
I’émail dentaire
» Dystrophie unguéale 52% ND 7% 15%
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1- Candidose cutanéo-muqueuse

C’est la manifestation clinique la plus fréquente. Cette candidose survient le plus
souvent avant 5 ans, révélant fréquemment la maladie [12, 18-22]. Bien que différentes
hypothéses physiopathologiques développées ultérieurement aient été proposées, on ignore
encore aujourd’hui les raisons précises pour lesquelles ces sujets présentent une susceptibilité
particuliére aux infections candidosiques. Les patients peuvent également étre sujets a

d’autres pathologies infectieuses séveres.

2- Manifestations endocriniennes auto-immunes

L’ hypoparathyroidie s’avere I’atteinte auto-immune la plus fréquente. C’est généralement

la premiére manifestation endocrinienne, le plus souvent présente avant 10 ans [12, 18-22].

L’insuffisance surrénalienne est la seconde atteinte auto-immune par ordre de fréquence,

survenant avant 1’age de 15 ans [12, 18-22].

L’hypogonadisme périphérique se révele plus fréquemment chez la femme que 1’homme, et

survient le plus souvent durant la seconde décennie [12, 18-22].

Le diabéte de type 1 est moins fréquent [12, 18-22].

La thyroidite auto-immune responsable d’hypothyroidie est également plus rare [12, 18-22].

La maladie de Basedow est exceptionnelle dans ce contexte.

L’hypophysite lymphocytaire, également rare, est en général diagnostiquée chez 1’enfant

devant un retard de croissance [12, 18-22].

3- Manifestations auto-immunes non endocriniennes
Les gastrites auto-immunes surviennent chez moins de 15% des patients atteints de PEA1 et

peuvent se compliquer d’anémie de Biermer [12, 18-22].

La malabsorption, fréquente, apparait précocement [12, 18-22]. Plusieurs étiologies ont été

incriminées ; destruction auto-immune des cellules entérochromaffines a différents étages du

tractus gastro-intestinal, atteinte infectieuse intestinale (C. Albicans, G. Lamblia ou C.
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difficile), insuffisance pancréatique exocrine d’origine auto-immune, maladie coeliaque,

lymphangiectasies intestinales ou fibrose kystique du pancréas [20].

L’hépatite auto-immune est de fréquence et de sévérité variable, survenant précocement [12,
18-22].

Le vitiligo, retrouvé dans moins d’1/4 des cas, peut apparaitre trés précocement, précédant les

¢léments diagnostiques classiques [12, 18-22]. Il est parfois universel.

L’alopécie demeure une composante fréquente du syndrome APECED, survenant

précocement [12, 18-22]. 11 s’agit d’alopécie en plaques, décalvante voire universelle.

La kérato-conjonctivite constitue une atteinte fréquente, apparaissant le plus souvent avant 4

ans [12, 18-22].

L’hypoplasie de I’émail dentaire et la dystrophie unguéale sont inconstamment rapportées,

et débutent généralement durant la premicre décennie de la vie [19, 22]. Un mécanisme auto-
immun a été évoqué [20], bien que ces sites ne soient pas facilement accessibles a une atteinte
auto-immune. Tout récemment, une équipe a montré 1’expression trés précoce de Aire chez
I’embryon murin, avant la gastrulation, des le stade blastocyste; 1’absence trés précoce de Aire

serait une explication potentielle a cette atteinte ectodermique [23].

4- Manifestations cliniques plus rares

D’autres pathologies, associés ou non a des marqueurs d’auto-réactivité spécifique, ont
été décrites au cours de la PEA1 [12, 18-22]: bronchiolite oblitérante, néphrite tubulo-
interstitielle, hypertension artérielle pulmonaire primitive, myocardite lymphocytaire, atrophie
splénique, syndrome de Gougerot-Sjogren, sclérodermie, polyarthrite rhumatoide, dysplasie
métaphysaire réversible, atrophie musculaire progressive, anémie hémolytique auto-immune,
insuffisance primitive des cellules de Sertoli, insuffisance testiculaire exocrine, pseudo-

hyperminéralo-corticisme,...

Des pathologies tumorales sont également possibles ; carcinomes €pidermoides de la
sphere buccale ou digestive haute se développant sur un terrain de candidoses muqueuses

chroniques négligées [18], leucémies a grands lymphocytes granuleux [24], ...
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La multiplicité¢ de ces pathologies associées laisse penser qu’il existe une profonde
altération de I’homéostasie du systeme immunitaire avec de graves conséquences sur les

processus de tolérance mais aussi sur les phénomenes d’immuno-surveillance.

C-Diagnostics différentiels

La PEAI est a distinguer des autres polyendocrinopathies auto-immunes : celles-ci
demeurent beaucoup plus fréquentes, progressivement constituées a l'age adulte,
polygéniques, et liées a I'haplotype HLA. Elles ont été initialement démembrées en type 2
(atteinte surrénale et thyroidienne), type 3 (atteinte thyroidienne et autre atteinte auto-immune
excluant la surrénale), type 4 (pathologies auto-immunes différentes de celles précédemment
spécifiées) [25, 26]. Ces classifications n’ont plus, a ce jour, de justification
physiopathologique, et sont actuellement regroupées sous le terme générique de

polyendocrinopathies auto-immunes de type 2 ou PEA2 [27].

Le syndrome IPEX (Immune dysrégulation Polyendocrinopathy, Enteropathy, X
linked syndrome), plus exceptionnel encore, constitue une autre pathologie auto-immune a
transmission monogénique liée a I’X. Il se caractérise par la survenue trés précoce d'un
diabete de type 1, d'une entéropathie, d'un eczéma, d'une hypothyroidie et d'autres
manifestations auto-immunes [28]. Il est li¢ aux mutations du géne FOXP3, (forkhead box
P3) ; la protéine FOXP3 est en effet un facteur de transcription essentiel au développement et
au fonctionnement des cellules T régulatrices CD4'CD25", impliquées dans 1’homéostasie

immune et la prévention de 1’auto-immunité pathologique.

Enfin, de manicre intéressante, une association de pathologies auto-immunes
similaires au syndrome APECED (hypoparathyroidie, insuffisance surrénalienne) vient d’étre
décrite chez un patient atteint de thymome. Alors que celui-ci n’était pas porteur de mutations
du géne AIRE, il a été noté ’absence d’expression de AIRE au niveau de la tumeur [29]. Plus
fréquemment, des myasthénies d’origine auto-immune sont décrites chez ces patients. De
plus, les AC anti-interferon de type 1 et anti-IL-17F et anti-Il-22 y sont retrouvés, comme
dans la PEA1 [30, 31]. Un défaut de tolérance centrale li¢ a ’absence de AIRE est évoqué

chez les patients atteints de thymomes [32].
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D- Marqueurs biologiques d’autoréactivité humorale

De nombreux antigénes majoritairement spécifiques d’organe sont la cible d’auto-
anticorps (AC) détectés dans le sérum de ces patients (tableau 2). Certains AC sont identiques

a ceux retrouvés dans d’autres maladies auto-immunes, d'autres sont spécifiques de la PEAT.

1-Antigénes tissus-spécifiquess

-Atteinte parathyroidienne : les AC anti-parathyroide détectés en IFI sont habituellement

absents chez les patients APECED [20], alors que les AC anti-récepteur sensible au calcium
sont retrouvés de maniere inconstante selon la technique utilisée [18, 33, 34]. Des anticorps
anti- NALPS5 (NACHT leucine-rich-repeat protein 5) ont été sont observés chez 49 % des
patients atteints d'hypoparathyroidie au cours de la PEA1 mais sont absents dans les autres

causes d’hypoparathyroidie [35].

-Atteinte surrénalienne et gonadique: les anticorps anti-surrénale identifiés en

immunofluorescence indirecte (IFT) sont trés souvent positifs au moment du diagnostic (plus
de 90 % des cas). Les AC anti-cellules stéroidiennes détectés en IFI sont considérés comme
des marqueurs sérologiques de 1’hypogonadisme périphérique. Trois auto-antigénes ont été
identifiés dans ces atteintes, correspondant au cytochrome P450 impliqués dans la synthése
des hormones stéroidiennes: les AC anti-21 hydroxylase (associés aux anticorps anti-
surrénale et a I’atteinte surrénalienne), les anticorps anti-Side Chain Cleavage (associés aux
AC anti-cellules stéroidiennes, aux atteintes surrénalienne et gonadique), et les AC anti-17a
hydroxylase (dont I’association avec I’atteinte gonadique est controversée) [20, 36]. Ils sont

présents chez respectivement 76, 61 et 52 % des patients [37, 38]

-Atteinte pancréatique endocrine: les AC anti-Glutamic Acid Decarboxylase 65 (GAD 65) et

les AC anti-ilots de Langherans (ICA) sont trés souvent retrouvés chez les patients APECED,
mais sont peu spécifiques de diabéte de type 1 [20]. Les AC anti-Tyrosine Phosphatase-like
Protein (IA-2) et anti-insuline, semblent étre moins sensibles mais beaucoup plus spécifiques
[36]. On retrouve également des AC anti-Aromatic L-Amino acid Décarboxylase (AADC)
[38].

-Atteinte thyroidienne : les AC anti-thyropéroxydase et les AC anti-thyroglobuline sont

positifs dans 27 a 28 % des cas, mais ils sont peu spécifiques [20, 38].
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-Atteinte hypophysaire : les techniques d’IF se sont révélées peu contributives. Des AC anti-

TDRD6 (Tudor domain containing protein 6, protéine exprimée dans I'hypophyse de fonction
inconnue) ont ét¢ détectés chez 49 % des patients atteints d'APECED, et absente chez les
témoins. Mais elle n'est curieusement pas corrélée avec l'atteinte hypophysaire [39]. Des AC
anti-enolase hypophysaire ont également été¢ détectés, mais leur présence n’est la encore pas

corrélée a I’atteinte clinique correspondante [40].

-Malabsorption : les cellules entéro-chromaffines du tractus digestif sont des cibles d’auto-

réactivité privilégiées spécifiques dans la PEA de type 1. On peut mettre en évidence des AC
anti-tryptophane hydroxylase chez 45 a 50 % des patients atteints [36, 41], des anticorps anti-
histidine décarboxylase chez 37 % des patients [42] et de manicre plus inattendue des

anticorps anti-GADG65 (exprimée aussi dans les plexus nerveux intestinaux) [36].

-Atteinte gastrique : les AC anti-cellules pariétales gastriques en IFI sont les habituels

marqueurs d’anémie de Biermer, ainsi que les AC anti-facteur intrinseque [38].

-Atteinte hépatique : les AC anti-LKM1 (Liver Kidney Microsomes) sont présents chez 50 a

75 % des patients souffrant d'hépatite auto-immune au cours de la PEA 1 [20, 38]; les AC anti-
cytochrome P450 1A2 (CYP1A2), les AADC mais également plus étonnamment les AC anti-
Tryptophane Hydroxylase (TPH), sont trés significativement associés a 1’atteinte hépatique
[36, 43].

-Atteinte cutanée : les AC anti-follicules pileux et les AC anti-tyrosine hydroxylase (TH)

sont associés a I’alopécie [44, 45]. Les AC anti-AADC mais aussi les anticorps anti-SOX 10

sont quant a eux associés a la présence d’un vitiligo [36, 46].

-Atteinte bronchique : la présence d'AC dirigés contre ['épithélium respiratoire des

bronchioles a été caractérisée ; les AC anti-KCNRG (potassium channel regulator) sont

spécifiques de I’atteinte bronchique [47].

2-Autres cibles antigéniques

Par ailleurs, il est intéressant de noter que des auto-anticorps non tissus-spécifiques ont

¢été identifiés chez ces patients ; des AC anti-interféron de type IgG ont été identifiés dans le
sérum de patients atteints de PEA1 [13, 48]. Ils possédent une action neutralisante et sont

dirigés principalement contre les IFN-0, mais également contre les INF-w. Dans cette étude, les
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2 types d’AC sont présents chez tous les patients, ce qui leur confere une excellente sensibilité
(100%). Leurs titres sont trés ¢levés, et leur survenue peut précéder les premicres
manifestations cliniques auto-immunes, voire la candidose. S’ils sont absents chez les témoins
sains ou hétérozygotes, ils peuvent étre retrouvés chez les patients atteints de thymome, mais a
des taux plus faibles. Si leur rdle exact reste a définir [48], ils pourraient étre considérés

comme un nouveau marqueur diagnostique de la pathologie [30].

Plus récemment des AC dirigés contre des cytokines de type Th17 ont été mis en
é¢vidence dans le syndrome APECED, simultanément par deux équipes. En effet, les
lymphocytes T de type Th17, producteurs de cytokines pro-inflammatoires telle que I’[L17-A,
sont impliqués dans la premiere ligne de défense contre les infections fungiques épithéliales,
particuliérement au niveau des muqueuses [49]. Dans ce type d’infection, les lymphocytes de
type Th17 produisent des cytokines (IL-17 et IL-22), permettant ainsi le recrutement et
I’activation des polynucléaires neutrophiles qui élimineront 1’infection [50]. Les réponses de
type IL-17F et IL-22 au Candida sont diminuées chez les patients APECED atteints de
candidose, alors méme que ces patients expriment des AC neutralisants vis a vis de ces 2
cytokines [31, 51]. Ainsi, les patients atteints de PEA1 ont des titres ¢levés d’auto-AC
neutralisants contre I’IL-17A, I’IL-17F et I’'IL-22, notamment ceux atteints de candidose. Ces
AC sont retrouvés dans les thymomes, mais pas dans les autres pathologies auto-immunes

étudiées. Ils pourraient tre ainsi liés a la survenue de candidoses chez ces patients.
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Composant de la pathologie

Tissu touché

Cible antigénique

Role de I’antigéne

Insuffisance surrénalienne

Cortico-surrénale

21 hydroxylase
170 hydroxylase
enzyme de clivage (SCC)

}Biosynthese des hormones stéroidiennes

Tyrosine phosphatase (IA2)

Hypoparathyroidie Parathyroide Récepteur sensible au calcium Homéostasie calcique
NALPS ?
Hypogonadisme Ovaire et testicule 170 hydroxylase }Biosynthese des hormones stéroidiennes
enzyme de clivage (SCC)
Diabéte de type 1 Pancréas endocrine Glutamic Acid Decarboxylase (GADG65) Biosynthése du GABA
Insuline Homéostasie glucidique
?

Histidine décarboxylase
Tryptophane hydroxylase

Hypothyroidie Thyroide Thyropéroxydase Biosynthése des hormones thyroidiennes
Thyroglobuline Précurseur des hormones thyroidiennes
Hypophysite Hypophyse Tudor Domain containing protein 6 (TDRD6) ?
Gastrite atrophique / Biermer Mugqueuse gastrique Facteur intrinséque Absorption de la vitamine B12
Malabsorption Tractus gastro-intestinal Glutamic Acid Decarboxylase (GADG65) Biosynthése du GABA

Biosynthése de I’histamine

Biosynthése de la sérotonine (1% étape)

Hépatite auto-immune Foie Aromatic L-Amino acid DéCarboxylase Biosynthése de la dopamine (2°™ étape) et de
(AADC) la sérotonine (2™ étape)
Cytochrome P450 1A2
Cytochrome P450 2A6 } Transport d’¢électrons et hydroxylation
Cytochrome P450 1A1
Cytochrome P450 2B6
Vitiligo Peau SOX 9 }Facteurs de transcription
SOX 10
Aromatic L-Amino acid DéCarboxylase Biosynthése des catécholamines et indolamines
(AADC)
Alopécie Follicule pileux Tyrosine hydroxylase Biosynthése de la dopamine (1°° étape)

Atteinte bronchiolaire

Bronchiole

KCNRG

Canal potassique

Tableau 2 : principales cibles antigéniques connues pour chaque tissu potentiellement si¢ge d’une atteinte auto-immune dans la PEAT.
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11. Bases moléculaires de la PEA1 : géne et protéine AIRE

A- Identification et expression du géne A/IRE

Le locus de la PEA1 a été mis en évidence en 1994 par analyse de liaison ; il est situé¢
en 21g22.3 [10]. Le geéne AIRE (AutolImmune REgulator) a finalement été identifi¢ par clonage
positionnel en 1997 [52, 53], il comprend 14 exons (figure 1). Plus d’une soixantaine de
mutations ont €té identifiées a ce jour.

Ce gene est exprimé principalement au niveau thymique (cellules ¢épithéliales
médullaires, mTECs et cellules dendritiques, CD). Cette expression du gene Aire a également
¢été identifiée dans la région médullaire et paracorticale des ganglions, dans la rate et dans le
foie feetal et dans des cellules stromales appelées extra-Thymic Aire expressing Cells (eTACs)
[52, 54]. 1l est également retrouvé dans le sang périphérique, mais exclusivement au niveau des
monocytes et des CD différenciées (pour la protéine Aire) [55].

De maniére intéressante, Aire serait exprimé trés tot chez 1’embryon, avant la
différenciation en 3 couches germinales (ectoderme, endoderme, mésoderme) ou gastrulation;
cette notion récente pourrait avoir un lien avec 1’existence d’une dystrophie ectodermique dans
I’APECED. En effet, il n’est pas clairement établi si cette manifestation du syndrome
APECED est une entité a part entiére ou s’il s’agit simplement d’une atteinte auto-immune des

phaneres (ongles, émail dentaire...) [23].

N Y85C
w R139X
o R257X
o 967-979del

1

9 10 1112 13 14

]

NH2 COOH

LXXLL LXXLL LXXLL LXXLL

CARD/HSR SAND PHD1 PRR PHD2

Figure 1: géne AIRE et protéine correspondante, avec ses différents domaines

fonctionnels. Les mutations du gene A/RE les plus fréquentes sont annotées en rouge.
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B- La protéine AIRE

1- Structure
Le géne AIRE code pour la protéine AIRE 1 de 57,7 kDa, de pHi a 7,32, comportant
545 acides aminés [53]. Cette protéine est composée de nombreux domaines structurels

retrouvés dans d’autres facteurs de transcription (figure 1).

On y trouve 2 domaines typiques en doigt de zinc (Plant Homeo Domain = PHD),
PHDI1 et 2, contenus dans des protéines nucléaires correspondant a des co-activateurs de la
transcription ou a des modulateurs de la chromatine. Les 4 motifs LXXLL sont fréquemment
retrouvés dans les co-activateurs de la transcription ; il permettrait la liaison protéine-protéine.
Le domaine SAND est un domaine de liaison a I’ADN. Il existe ¢galement un domaine CARD
(caspase recruitment domain), ayant une fonction d’homo ou d’hétéro-dimérisation [56],
autrefois identifi¢ comme ayant une forte homologie avec le domaine HSR (Homogeneously
Staining Region) de la protéine Sp100 (modulatrice de la transcription). On note enfin une

région riche en proline (PRR).

Ces domaines jouent un role important dans la fonctionnalité de la protéine, comme en
témoigne le fait qu’ils soient le siege de la majorité des mutations du géne A/RE (figure 1). La
plupart d’entre elles ont pour effet de modifier la distribution cytoplasmique et nucléaire de la
protéine AIRE. Les mutations qui touchent le domaine CARD ou HSR, comme la mutation
iranienne la plus commune ¢.254A>G (p.Tyr85Cys), bloquent la domiciliation cytoplasmique
de AIRE, vraisemblablement en inhibant I’importation de la protéine vers le noyau [57]. Les
mutations affectant le domaine SAND modifient la répartition de la protéine entre le noyau et
le cytoplasme, et provoquent une coloration péri-nucléaire excessive in vitro [57, 58]. Ceci est
en faveur d’un role du domaine SAND dans les mécanismes de transport nucléaire. La
mutation finlandaise dite « majeure » c.769 C>T (p.Arg257Stop), affecte ce domaine,
aboutissant a une protéine tronquée en son extrémité carboxy-terminale ; non seulement la
répartition intracellulaire de la protéine est modifiée, mais sa fonction transactivatrice est
abolie, avec la perte de ses 2 domaines PHD [57]. Ainsi, cette mutation non sens ¢.769 C>T
(p.Arg257Stop) s’avere tres délétere, puisqu’elle résulte en une perte quasi-totale de la fonction
protéique, et il a été noté que sa présence chez un patient atteint de syndrome APECED était

associée a une fréquence accrue de candidoses [59]. D’autres mutations faux-sens touchant le
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domaine CARD/HSR ou le domaine PRR semblent avoir des effets moindres sur la

fonctionnalité de la protéine.

2- Localisation et role intracellulaire de la protéine AIRE

La protéine AIRE est principalement localisée au niveau nucléaire (aspect ponctué en

immunofluorescence) [57], mais également le long du cytosquelette cytoplasmique [54].

De par sa structure et sa localisation, AIRE posséde de nombreuses caractéristiques
d’un facteur de transcription. De plus, elle se lie au co-facteur de transcription CREB-binding
protein (CBP), qui serait impliqué dans la régulation de la transcription [60]. D’autres co-
activateurs de la transcription tels pTEF-B (impliqué dans 1’¢longation transcriptionnelle) [61]
et DNA-PK (kinase spécifique de I’ADN) [62] interagissent avec AIRE (Figure 4, p 37) [63].
Ce role transcriptionnel de AIRE a ét¢ montré in vitro. Lors d’expériences de co-transfection,
Aire peut activer le promoteur de I'INFf et cette activité transcriptionnelle est médiée par les
domaines PHD [58]. Ce domaine se lie a I’histone H3 en fonction de sa méthylation (affinité
sélective pour H3K4 non méthylé) [64]. AIRE posséde également une activité de
transactivation de la transcription [60]. Enfin, AIRE présente une activité¢ E3 ubiquitine ligase,
abolie en cas de mutation du domaine PHDI1 et pourrait ainsi jouer un role dans la voie du

protéasome, par facilitation de la polyubiquitination de ses substrats [65].

Toutefois AIRE ne partage pas toutes les caractéristiques d’un facteur de transcription
typique. D’une part AIRE influence I’expression d’un nombre considérable de genes, et il
semble difficile qu’elle soit capable de se lier de manicre spécifique a un si grand nombre de
promoteurs [66]. D’autre part, AIRE régule ’expression de génes regroupés en « clusters » au
niveau du génome [67]. De plus les transcrits sous le controle de AIRE sont trés dépendants de
la cellule concernée ; les profils d’expression génique sous la dépendance de AIRE varient en
effet entre les cellules épithéliales médullaires thymiques (medullary Thymic Epithelial Cells
ou mTECs), les cellules extra-thymiques exprimant AIRE (ou eTACs), ... [68, 69]. Enfin, il a
¢té montré qu’une mTEC donnée exprime un transcrit ectopique de maniére stochastique [70,
71]. L’ensemble de ces parametres suggere que AIRE n’est pas un facteur de transcription
conventionnel, mais que cette protéine régule I’expression de génes en accentuant ou modifiant
des programmes déja en place dans la cellule [66].
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3- Régulation de ’expression de AIRE

Autrement dit, qui régule le régulateur ? Les mécanismes régulant I’expression de
AIRE sont encore peu connus. Il a été suggéré que la voie des lymphotoxines (LT, exprimées
au niveau des thymocytes) via leur récepteur LTPR (a la surface des mTECs) était responsable
de I’expression de AIRE et de ses geénes cibles au niveau des mTECs [72]. Toutefois, des
travaux ultérieurs ont montré que la signalisation LTBR intervenait bien dans la différenciation

des mTECs, mais pas dans 1’expression de AIRE [73], et que son influence serait plus marquée

dans les mTECs Aire -/- [74].

Le systeme RANK/RANK ligand et sa cascade de signalisation TRAF6 (TNF receptor-
associated factor 6) et NIK (NF-kB inducing kinase) sembleraient jouer un rdle plus important
dans la génération des mTECs Aire +/+, puisque leurs modéles murins KO respectifs sont a
I’origine d’une nette réduction de ces cellules [75, 76]. La encore, il reste difficile de distinguer

I’impact de la signalisation RANK sur la différenciation des mTECs et sur 1’activation de

AIRE [66].
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C- Role de AIRE dans la tolérance immune

1- AIRE et tolérance centrale

La protéine AIRE est ainsi principalement exprimée au niveau des mTECs, et présente
in vitro des caractéristiques de facteur de transcription. Or des transcrits d’ARN codant pour

des protéines ectopiques sont retrouveés au niveau de ces mémes mTECs [77].

L’¢laboration simultanée par 2 équipes d’un mod¢le murin Aire-/- a permis la mise en
évidence du role central de Aire dans la tolérance du soi. L’homologue murin du géne A/RE
code pour une protéine de 552 acides aminés, qui présente 71% d’homologie avec la protéine
humaine. Les souris Aire-/- présentent une auto-immunité spontanée spécifique d’organe,
similaire a celle de la PEAT1 [68, 78], mais non identique ; de plus, elles ne développent pas de
candidoses. Cette auto-immunité est variable d’une souris Aire-/- a 1’autre, influencée par
d’autres facteurs génétiques tels que le CMH ou les régions Idd3 et Idd5 [79]. Dans ces
modeles d’étude, on note une réduction voire une abolition spécifique de transcrits ectopiques
le plus souvent tissus-spécifiques au niveau des mTEC. Certains d’entre eux (codant pour le
cytochrome P450 1A2, la préproinsuline, la thyroglobuline, ...) codent pour des protéines
reconnues par des auto-anticorps dans la PEA1 [68]. D’autres anomalies de la réponse immune
ont été observées dans ce contexte. La prolifération clonale lymphocytaire T apres
immunisation par un antigene exogene tel que HEL (Hen Egg Lysosome) est 3 a 5 fois plus
importante que celle des souris Aire +/+ [78]. Ces réponses traduisent une altération des
processus de régulation contrdlant une réponse immune adaptée. Un remarquable modele de
souris double transgene (croisement de souris exprimant 1’antigéne HEL dans les cellules
pancréatiques sous la commande du promoteur de I’insuline, avec des souris exprimant un
TCR de forte avidité pour le HEL) a permis de mieux appréhender ces mécanismes. Chez cette
souris double transgeéne Aire -/-, il existe une perte de la sélection négative thymique des
lymphocytes T spécifiques de HEL qui sont ainsi retrouvés en périphérie [80]. On note ainsi un
ciblage de la réponse auto-réactive pathogeéne vis-a-vis des cellules B des ilots pancréatiques.
Aire commande ainsi I’expression de transcrits d’ARN ectopiques et ce de manicre dose-
dépendante ; la perte d’un seul alléle réduit de manicre importante 1’expression thymique d’une

protéine donnée et favorise la constitution de clones T auto-réactifs en périphérie [81].

Des travaux récents soulignent aussi certaines relations entre les modalités d’expression
du géne Aire et I’induction de processus apoptotiques. Pour certains auteurs, 1’expression de
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Aire dans une cellule (notamment les mTECs) entrainerait une mort rapide par apoptose [82].
Les thymocytes pourraient ainsi reconnaitre les complexes CMH/ antigénes ectopiques non
seulement directement sur les mTECs, mais également indirectement sur les CD ayant
phagocyté des corps apoptotiques issus de mTECs (figure 2) [66]. Toutefois, pour d’autres
auteurs, cette apoptose des mTECs liée a I’expression de Aire dans ces cellules serait un
phénomene indirect et retardé. En effet, les mTECs évolueraient secondairement vers un stade
Aire- CD80 ™e™edi2 - aingsi ’expression de Aire dans la mTEC ne serait pas constitutive et
immuable (a partir du moment ou elle y est apparue jusqu’a la mort cellulaire), mais serait

« down-régulée » dans les phases de différenciation terminale de la mTEC [23].
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Figure 2 : Aire permet la délétion clonale des thymocytes auto-réactifs, d’aprés Mathis D
et Benoist C [66].

Aire permet I’expression de nombreux antigénes ectopiques par les mTECs, qui les présentent
a leur surface, li¢és au CMH. La mTEC meurt ensuite par apoptose.

Le thymocyte migre a travers la médulla, et si son TCR reconnait le complexe CMH/Ag avec
une forte affinité, il est délété. Les thymocytes peuvent reconnaitre le complexe CMH/Ag
directement sur la mTEC, ou indirectement sur une CD ayant phagocyté des corps

apoptotiques de mTECs.
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2- AIRE et différenciation cellulaire des mTECs

Deux modé¢les de différenciation cellulaire s’opposent pour expliquer cette intrigante
capacité des mTECs a exprimer des transcrits ectopiques (figure 3). Farr et al défendent un
modele de «restriction progressive » (figure 3B), selon lequel les mTECs d’abord
pluripotentes perdraient progressivement cette capacité, pour ne représenter finalement qu’un
profil de synthése de protéines propre a un type cellulaire donné (certaines cellules ayant eu un
aspect voisin des thyréocytes, ou de cellules mammaires par exemple) [83, 84]. Les
publications plus récentes sont plutot en faveur d’'un modele de « différenciation terminale »
(figure 3A). Dans ce modele, les mTECs Aire + représenteraient une population cellulaire a un
stade avancé¢ de différentiation [82]. Ainsi, une méme cellule exprimerait des transcrits
ectopiques qui n’auraient pas de lien entre eux, et ne serait donc pas représentative d’un sous-
type cellulaire particulier [70]. Enfin, il a ét¢ montré qu’un transcrit codant pour un antigene

ectopique donné n’est exprimé que par un nombre trés réduit de mTECs [70].
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Figure 3 : Mécanismes potentiels permettant I’expression d’antigéne ectopiques par les

mTECs, d’aprés Gillard et Farr [84].

A : modéle de différenciation terminale ; la cellule devient progressivement capable
d’exprimer Aire et des transcrits d’origines diverses. Ce mode¢le est actuellement privilégié.

B : modele de restriction progressive ; les progéniteurs pluripotents se différencient
progressivement pour n’exprimer le programme que d’un sous-type cellulaire donné (i ou iii),
ou pour perdre tous les régulateurs périphériques et exprimer finalement un programme

indéterminé (ii).
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3- AIRE et cellules T régulatrices

Rappelons tout d’abord qu’il existe au moins deux grands types de cellules T
régulatrices. D une part, les cellules T régulatrices adaptatives ou induites : leur genése est
liée a des interactions, en périphérie, de cellules T naives avec des CD. Ces dernicres peuvent
en effet favoriser des réponses tolérogénes en fonction de la qualité des signaux
membranaires adressés aux cellules T et/ou de la production de médiateurs (cytokines
immuno-régulatrices, ...). Ainsi, les cellules Trl (Type 1 T regulatory) et les cellules Th3 ont
des propriétés de cellules régulatrices. Elles produisent respectivement de I’interleukine 10 ou
du TGF-p. D’autre part, les cellules T régulatrices naturelles, constitutivement présentes, et
d’origine thymique : il s’agit de cellules CD4+ CD25+ FoxP3+ qui inhibent in vitro et in vivo
la prolifération et la réponse effectrice des lymphocytes T CD4+ et CD8+. Comme décrit
plus haut, leur déficit chez I’homme est a 1’origine du syndrome IPEX. Ces cellules sont
sélectionnées au niveau thymique, tout comme les cellules T auto-réactives naives dont elles
vont controler la prolifération en périphérie ; 1’équilibre entre ces cellules T régulatrices et T
effectrices est maintenu en permanence de manieére dynamique, en situation physiologique

[85].

Certains auteurs ont remis en cause le fait que les mTECs (qui constituent un nombre
restreint de cellules) puissent a elles seules épurer I’ensemble du répertoire T a fort potentiel
auto-réactif. Ils ont ainsi évoqué la possibilit¢ d’un role de AIRE dans la sélection positive des
cellules T régulatrices. Des résultats contradictoires ont été obtenus a partir de différents
modeles d’études. D’une part, les données expérimentales dans les modeles murins n’ont pas
apporté d’arguments permettant d’évoquer une implication des T régulateurs. A I’inverse, des
¢tudes cliniques plaident pour des altérations quantitatives et qualitatives des T régulateurs

dans la PEAL.
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Chez les souris Aire -/-, le nombre et la fonction in vitro des lymphocytes T régulateurs
CD4+ CD25+ Foxp3+ en périphérie ne semblent pas altérés [86, 87]. Il a été montré, en
comparant les modeles murins Aire +/+ et Aire -/- double transgeénes (TCR et son antigeéne
« cognate », décrit plus haut), que le défaut d’expression de Aire n’avait aucun effet sur le
nombre de cellules T régulatrices Foxp3+ [80, 81, 87]. De plus, la comparaison des répertoires
du TCR de cellules T régulatrices issues de souris Aire +/+ et Aire -/- a mis en évidence leur
similarité, laissant penser que la sélection positive et le répertoire global des cellules T-
régulatrices ne sont pas Aire-dépendant [88].

A contrario, une altération qualitative et quantitative des cellules T régulatrices
CD4+CD25+ a ¢été constatée, chez les patients atteints de PEA1 [89]. Ceci constitue une
explication potentielle au fait que le phénotype clinique des patients atteints de PEA1 apparait
plus sévere que celui des souris Aire-/-. Ainsi, la proportion de ces cellules serait diminuée
chez ces patients [90]. De plus, elles présenteraient des altérations qualitatives du répertoire
auto-réactif de leur TCR (plus polyclonal que chez les témoins). Il a été noté par ailleurs une
diminution significative de I’expression de FOXP3 (ARNm et protéine), et une expression
préférentielle de AIRE dans la périphérie des corpuscules de Hassall thymiques [89], impliqués
dans la sélection positive des cellules T régulatrices [91]. Toutefois, d’autres auteurs soulignent
que cette diminution relative du nombre de cellules T régulatrices dans la PEA1 pourrait étre
secondaire aux infections chroniques par le Candida albicans, par séquestration au niveau des
sites inflammatoires [66]. Enfin, il existerait physiologiquement un réservoir de cellules T-
régulatrices naives en périphérie, appelé « recent thymic emigrants » ou RETs; chez les
patients atteints de PEA1, ce réservoir de cellules T régulatrices naives périphériques aurait un
turn-over accéléré, entrainant une déplétion de celui-ci au profit de cellules T régulatrices
activées [92]. Or ces cellules T régulatrices activées des patients souffrant de PEA1 expriment
moins FOXP3 que les sujets sains [89, 92], et I’on sait que le niveau d’expression de FOXP3
serait corrélé a ’activité suppressive de ces cellules. L’ensemble de ces données plaide en
faveur d’une altération a la fois qualitative et quantitative des cellules T régulatrices CD4+
CD25+ FOXP3+ dans la PEAL.

Ainsi, I’homéostasie de ce pool de cellules régulatrices semble perturbée chez le patient
atteint de PEA1, alors qu’elle apparait relativement conservée dans le modele murin Aire-/- .
Ce constat pourrait expliquer la différence entre les atteintes relativement modérées du modele
murin, et le phénotype clinique gravissime de certains patients atteints de syndrome APECED.
Toutefois, I’interprétation des processus li€s a cette dérégulation reste mal définie.
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4- AIRE et tolérance périphérique

a. Cellules hématopoiétiques périphériques

Le role de la protéine Aire au niveau des monocytes et des CD en périphérie est
controversé. Si Aire y est effectivement exprimée, le nombre de transcrits y est dix fois
inférieur a celui retrouvé dans les mTECs [68]. Toutefois, certains auteurs ont montré que les
CD des souris Aire-/- induisaient une prolifération lymphocytaire T CD4+ plus importante que
celles des souris Aire+/+, de maniere indépendante de I’expression du CMH de classe II. Ce
caractére « immunogene » des CD serait liée a la surexpression de molécules co-stimulatrices
comme le VCAM-1 a leur surface [93]. De plus, le nombre de cellules présentatrices
d’antigéne (CPA) sanguines, spléniques et ganglionnaires serait augmenté chez les souris Aire

-/- [93]. D’autres auteurs n’ont pu confirmer ces données [87].

b. Cellules stromales périphériques

Plus récemment une population de cellules stromales exprimant également des
transcrits ectopiques a attiré I’attention de deux équipes. Lee et al. ont rapporté leur présence
au niveau ganglionnaire, et leur capacité a exprimer Aire, sans apporter la preuve du lien entre
la présence de ces transcrits ectopiques et celle de Aire [94]. Par la suite, Gardner et al. ont
confirmé ’expression de Aire en périphérie dans ces cellules stromales (appelées eTACs, pour
« extra-Thymic Aire expressing Cells » dans leur travail), dans les ganglions et la rate, au
niveau des zones de jonction entre cortex et para-cortex. Ces cellules stromales exprimeraient
le CMH de classe I, et Aire y jouerait ¢galement un rdle transcriptionnel. De nombreux génes
sont ainsi « up-régulés » par Aire dans les eTACs, mais ils s’averent différents de ceux dont
AIRE module I’expression dans les mTECs (Figure 4). Il s’agit majoritairement de génes
codant pour des protéines le plus souvent ubiquitaires, impliquées dans 1’adhésion inter-
cellulaire (VCAM-1 ; ICAM-1, ...) ou dans la présentation de I’Ag (LAMP-1, CMH de classe
2, ... ), suggérant une interaction avec les lymphocytes T. Les eTACs joueraient ainsi en
périphérie un role similaire a celui des mTECs au niveau thymique permettant ainsi
I’expression d’auto-Ag et la délétion clonale de lymphocytes T auto-réactifs [69]. Ce systéme
constituerait ainsi un réseau secondaire de tolérance en périphérie. Aire ne semble toutefois pas
la seule protéine impliquée dans ce réseau de tolérance périphérique. En effet, il a été
récemment montré que I’expression d’autres antigénes ectopiques dans d’autres cellules

comme les-cellules endothéliales des ganglions semble Aire-indépendante [95].
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Figure 4 : L’activité transcriptionnelle de Aire s’exerce a la fois au niveau thymique

(mTEC:S) et en périphérie (eTACs), d’apreés Gardner [63].

Les génes dont la transcription est sous I'influence de Aire dans les eTACS sont le plus
souvent différents des génes Aire-dépendants dans les mTECs; de plus, le nombre de genes
sous la dépendance de Aire dans les eTACs y demeure moins important.

Dans la mTEC, les co-facteurs de transcription se liant a Aire sont bien connus, (CBP, pTEFb,
DNA-PK). Le domaine PHD1 de AIRE se lie de maniére spécifique a la chromatine
(implication de I’histone H3K4 non méthylé). En revanche, les mécanismes inhérents a
I’activité transcriptionnelle de AIRE dans les eTACs demeurent méconnus.
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5- Mécanismes effecteurs en périphérie

a. Roles respectifs des lvmphocytes B et T

Deux théories s’opposent pour tenter d’expliquer la relation entre ce défaut de tolérance
centrale et ses conséquences réelles sur les mécanismes effecteurs périphériques, conduisant
aux maladies auto-immunes multiples présentes chez la souris Aire-/- et dans la PEAT.

Ainsi des souris Aire-/- déficientes en cellules T (par invalidation du geéne codant la
chaine a du TCR) ne développent pas de maladie auto-immune, alors que des souris Aire-/-
UMT -/- (modele dans lequel il existe un blocage de la maturation cellulaire B au stade pré-B)
présentent des infiltrats inflammatoires tissulaires proches de ceux présents chez la souris Aire-
/-, bien qu'un peu atténués. De plus, dans cette étude, un transfert a des souris SCID de
populations lymphocytaires issues de souris Aire-/- déplétées en populations CD8+ n’empéche
pas I’apparition d’infiltrats tissulaires inflammatoires. En revanche, si 1’on transfére a ces
souris SCID des populations lymphocytaires Aire-/- déplétées en lymphocytes CD4+, la
maladie auto-immune ne se développe pas chez ces souris. Ainsi, seul le compartiment T
CD4+ (et non CD8+) apparait indispensable au développement de la maladie. Les auteurs
montrent que ces cellules T CD4+ ont une polarisation de type Th 1. De plus, I’administration
d’un AC monoclonal anti-CD4 aux souris Aire-/- diminue nettement les processus auto-
immuns. Dans cette ¢tude, le réle des cellules T CD4+ apparait prépondérant. Le role des
lymphocytes B y semble ici secondaire, puisque les souris Aire-/- uMT -/- y développent la

maladie, toutefois de maniére un peu atténuée [96].

Une autre équipe utilisant deux modéles distincts de déplétion en lymphocytes B
rapporte des résultats différents. La encore, les souris Aire -/- uMT -/- développent la maladie
de maniére atténuée, alors que les souris Aire -/- Jh -/- (mod¢le dans lequel 1’absence de région
jonctionnelle de chaine lourde donc de BCR résulte dans le blocage de maturation de cellules
proB en préB, soit un blocage complet dans la différenciation cellulaire B) présentent des
infiltrats inflammatoires mineurs [97]. Ces données mettent ici en exergue 1’importance de
I’implication des lymphocytes B. L’apparente discordance entre ces deux modeles d’étude
pourrait étre liée au fait que le modele uMT -/- est a ’origine d’un blocage de la lignée B
moins complet que le modele Jh -/- [66, 98]. Dans ces travaux qui mettent I’accent sur le role
des lymphocytes B, les auteurs soulignent que les auto-AC ne seraient pas directement
pathogenes, et que les cellules B ne participeraient pas a la phase effectrice. Toutefois,
I’administration précoce a des souris Aire -/- d’AC monoclonal anti-CD20 permet de diminuer
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la survenue d’événements auto-immuns [97]. Ainsi les cellules B pourraient aussi avoir un role

régulateur précoce dans le « priming » puis dans I’expansion de la réponse cellulaire T.

b. Implication des cellules iNKT

Jusqu’il y a peu, le role des cellules NK (Natural Killers) et iNKT (invariant NKT

« restreintes » au CD1) n’avait été que peu abordé, aussi bien dans le modele murin Aire -/-,
que dans la PEA1. Seule une étude avait évoqué 1’'implication de Aire dans le développement
thymique des cellules iNKT [99], mais les auteurs s’étaient ensuite rétractés en raison
d’inexactitudes, tout en maintenant leurs conclusions [100]. Récemment deux études se sont a
nouveau intéressées a ces cellules de 'immunité dite « intermédiaire ». Ainsi, il semble que le
nombre de cellules iNKT soit réduit dans le thymus et les organes périphériques chez les souris
Aire -/-. De plus le nombre de cellules iNKT circulantes chez les patients atteints de PEA1
serait diminué [101]. En revanche, le nombre de cellules NK ne serait pas affecté chez les
souris Aire -/-, chez qui ces cellules se différencieraient normalement [101]. Ainsi I’hypothése
selon laquelle le développement des cellules iNKT pourrait étre influencé par Aire est a
nouveau émise. Suite a ces résultats, d’autres auteurs se sont interrogés sur le role de ces
cellules dans la survenue des candidoses. Ils ont montré que la diminution du nombre de iNKT
se vérifiait chez tous les patients atteints de candidoses, qu’ils soient atteints de PEA1 ou non
(22 patients étudiés, dont 9 PEA1). De plus, in vitro, ils n’ont pas mis en évidence d’induction
de la prolifération des iNKT par des souches de Candida inactivées par la chaleur. Ils en
concluent que la diminution des iNKT serait plutdét une conséquence de la candidose, qu’une
de ses causes [102]. Ceci n’est toutefois pas une explication satisfaisante a la diminution du
nombre de ces cellules chez les souris Aire -/-, qui sont quant a elles indemnes d’infections

candidosiques.
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En conclusion, au travers des premiéres données rappelées dans ce chapitre introductif,
si le défaut de tolérance centrale semble bien défini dans la PEA1, il n’apparait pas aujourd’hui
si simple d’en comprendre les conséquences sur le déroulement global de la réponse immune,
notamment sur I’implication de I’'immunité innée, et sur les dysrégulations éventuelles induites
entre réponses innées et réponses adaptatives. Il apparait surtout difficile d’objectiver des liens
précis permettant de rattacher I’apparition de certains processus pathogeénes induits et/ou
associés a cette mutation (exemple de la candidose, dont le mécanisme d’apparition est loin
d’étre completement ¢lucidé). C’est pour tenter de répondre a certaines de ces questions que
nous avons souhaité mener une étude sur I’exploration du répertoire B dans un tel contexte.
Nous disposions en effet au laboratoire d’un mod¢le d’analyse d’immuno-protéomique de
référence ; nous avons en parallele collecté les sérums de patients atteints de PEA1, mod¢le

clinique de référence.
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I11. Objectifs

Dans nos travaux antérieurs, les résultats obtenus dans la sclérose en plaques [5, 7, 8]
ou dans les formes neuro-psychiatriques de lupus érythémateux aigu disséminé [6] ont mis
I’accent sur I’intérét d’une démarche sans a priori pour étudier ce répertoire B, et en particulier
les profils d’auto-réactivité sérique IgG. Ainsi, il a été montré que ces profils pouvaient
constituer une « signature sérologique » de ces maladies auto-immunes, puisqu’on retrouvait
une singularit¢ du répertoire B propre aux patients atteints et distincte de celui des sujets
controles. Toutefois les cibles antigéniques identifiées €taient majoritairement ubiquitaires
dans des pathologies tissus-spécifiques. La méthodologie utilisée par le laboratoire permettait
ainsi d’évaluer, de fagon intégrative, « ’empreinte humorale » d’une réaction auto-immune
sans préjuger de son caractére T-dépendant ou T-indépendant. Pour faciliter la compréhension
et la signification de ces immuno-empreintes, notamment I’éventuelle part de 1’auto-réactivité
naturelle, et le caractére de dépendance vis-a-vis des lymphocytes T, nous souhaitions disposer
d’un mod¢le de référence. C’est dans cette perspective que nous avons orienté nos travaux sur
I’é¢tude de la PEA1 dans laquelle, de fagon remarquable, 1’altération du répertoire T est
caricaturale, au moins si I’on en juge par les premicres publications sur ce théme [68, 78, 80].
Dans un premier temps, nous avons constitu¢ des bases de données clinico-biologiques
indispensables a notre étude en coordonnant un réseau d’abord inter-régional puis national
depuis 2009 dans le cadre d’un Programme Hospitalier de Recherche Clinique (PHRC). Une
collection d’échantillons sériques précieux nous a permis la réalisation ultérieure d’études
d’immuno-empreinte sans a priori dans la PEA1 et dans d’autres pathologies testées a titre de
controles. Nous verrons que nos résultats ouvrent de nouvelles perspectives sur la

physiopathologie de I’APECED qui n’apparait plus strictement dépendante des lymphocytes T.

A. Analyse clinique, immunologique et génétique de la population étudiée

Pour cela nous avons, dans un premier temps, collecté le sérum de patients atteints de cette
pathologie exceptionnelle, jusque la non explorée en France. Grace a la collaboration des
centres hospitaliers de I’Inter-région Nord-Ouest, nous avons pu recenser 19 patients atteints.
Les caractéristiques clinico-biologiques précises ont ét¢ documentées pour chacun de ces cas.
Un séquencage du géne A/RE a permis d’en identifier les mutations. Les différents auto-
anticorps tissus-spécifiques susceptibles d’étre présents dans le sérum de ces patients ont été
recherchés. Le génotypage HLA de classe 2, dont on sait qu’il influe sur le phénotype clinique
des patients [59], a été analysé. Un premier immuno-phénotypage lymphocytaire (T, B, NK) a
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¢galement été réalisé afin de préciser les altérations quantitatives secondaires potentiellement

liées au défaut de sélection négative des lymphocytes T auto-réactifs (Article 1).

B- Analyse des profils d’auto-réactivité IsG des patients atteints de PEA1

Par la suite, nous avons ¢tudi¢ les profils d’auto-réactivité sériques IgG de ces patients
atteints de PEA1. Par technique d’immuno-empreinte, nous avons compar¢ leurs profils a ceux
obtenus chez 2 groupes de sujets controles (sujets sains ou atteints d’autres endocrinopathies
auto-immunes). Nous avons choisi d’étudier [’auto-réactivité¢ sérique IgG vis a vis
d’homogénats de tissus potentiellement atteints dans la PEA1: les tissus surrénalien,
parathyroidien, thyroidien, pancréatique, gastrique, ovarien et cutané. En cas d’altérations
constatées du répertoire B prouvées par analyse statistique, nous avons caractérisé, par une
démarche d’immuno-protéomique , les antigénes permettant de distinguer les patients atteints
de PEAI1 des sujets controles. Nous avons présenté les résultats obtenus avec des tissus

surrénaliens et pancréatiques qui se sont avérés les plus représentatifs (Article 2).

C- Analyse des profils d’auto-réactivité IsM des patients atteints de PEA1

Les résultats obtenus grace a I’étude des profils d’auto-réactivité IgG ont permis de montrer
que ces patients présentaient bien une auto-réactivité vis a vis d’antigénes tissus-spécifiques.
De maniere moins attendue, une auto-réactivité discriminante vis a vis de cibles antigéniques
ubiquitaires a aussi €t¢ observée. Or, les auto-anticorps de classe IgG peuvent étre aussi des
auto-anticorps naturels. Il nous est ainsi apparu judicieux de poursuivre notre enquéte avec
I’analyse des profils dépendants d’auto-anticorps de classe IgM pour mieux interpréter la T-
dépendance ou la T-indépendance des profils préalablement obtenus. En effet, un répertoire
auto-réactif naturel IgM est qualitativement normal chez les souris déficientes en lymphocytes
T [103]. De plus, les auto-anticorps naturels IgM peuvent étre détectés en I’absence de toute
immunisation connue. Ainsi lors de la vie feetale se constitue un répertoire auto-réactif humoral
de type IgM sélectif et trés conservé entre les individus [104].

Comme dans 1’é¢tude précédente, nous avons donc étudié les profils d’auto-réactivité
sériques IgM des patients atteints de PEA1 en comparaison a 2 groupes controles. La recherche
d’une altération de ces profils a été suivie de la caractérisation des antigénes cibles, afin de
déterminer s’il s’agissait de cibles spécifiques aux IgM, ou des mémes cibles que celles

reconnues par les IgG (Article 2).
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D- Etude des sous-populations lvmphocyvtaires B

Ces premiers résultats ont permis de mettre en évidence dans la PEA1 une auto-
réactivité dépendante d’IgG et d’IgM dirigée contre des cibles antigéniques tissus-spécifiques,
mais aussi ubiquitaires. La présence d’une auto-réactivit¢ IgG vis a vis d’antigeénes tissus-
spécifiques chez les patients atteints de PEA1 était attendue. Elle peut étre la conséquence
d’une coopération T-B qui favorise les phénoménes d’hypermutation somatique et de
commutation isotypique. Un défaut de sélection de cellules T auto-réactives pourrait en effet
favoriser 1’activation des cellules B auto-réactives dans le cadre d’une aide « cognate » ou
connexe dans les organes lymphoides secondaires. En revanche, la présence d’une auto-
réactivité 1gG vis a vis d’antigénes ubiquitaires s’est avérée plus surprenante. Ce résultat
pourrait témoigner de I’implication d’autres populations lymphocytaires B auto-réactives, T-
indépendantes. Par ailleurs, il existe des auto-anticorps naturels de classe IgG. Cette
hypothése de T-indépendance est renforcée par certaines données expérimentales récentes.
Ainsi, les souris Aire -/- agées présentent des infiltrats tissulaires de 2 types, B folliculaires et
B issus de la zone marginale de la rate (dits MZ chez la souris, MZ-like chez I’homme) [105].
Elles développent également des lymphomes de cette zone marginale [105]. Or, ces
populations sont a 1’origine d’une auto-réactivit¢ naturelle T-indépendante. Les patients
atteints de PEA1 pourraient ainsi présenter a la fois une activation des populations B
folliculaires mais également des populations B de type MZ-like, a 1’origine d’une altération
de D’auto-réactivité adaptative mais également naturelle. Nous avons donc caractérisé les
sous-populations lymphocytaires B de ces patients (notamment MZB-like et folliculaires), en
comparaison de celles observées dans d’autres polyendocrinopathies auto-immunes et chez

des sujets sains.
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PARTIE II : RESULTATS

I. Caractéristiques de la population étudiée

La polyendocrinopathie auto-immune de type 1 demeure une pathologie
exceptionnelle, tant par son mécanisme physiopathologique, que par sa raret¢ au plan
épidémiologique. Aucune étude n’avait jusque la tenté de rassembler les cas francais, de les
caractériser au plan clinique, immunologique et génétique. Ainsi, grace a la collaboration des
praticiens endocrinologues et pédiatres des centres hospitaliers généraux et universitaires de
I’Inter-région Nord-Ouest (Nord-Pas-de-Calais, Picardie, Haute et Basse Normandie), nous

avons pu recenser 19 patients atteints dans cette Inter-région.

A. Recueil des données cliniques

Tout d’abord, le phénotype clinique des patients a pu €tre décrit précisément, en
particulier dans les formes séveres de la maladie nécessitant la mise sous

immunosuppresseurs.

B. Méthodes d’analyse des données immunologiques

La présence d’auto-anticorps tissus-spécifiques habituellement retrouvés dans cette
pathologie a été recherchée. L’ immuno-fluorescence indirecte a été utilisée pour détecter la
présence d’AC anti-parathyroide, anti-ilots de Langherans, anti-ovaire, anti-cellules pariétales
gastriques, anti-LKM]1 et anti-muscles lisses (avec confirmation en immuno-dot pour les 2
derniers si nécessaire). Les AC anti-récepteur sensible au calcium ont été¢ recherchés par
technique d’immuno-transfert, en utilisant un polypeptide recombinant correspondant aux
acides aminés 1-603 du domaine extra-cellulaire du récepteur sensible au calcium [33] (grace
a I’aimable collaboration du Dr Nicole Fabien, Unité Fonctionnelle d'Auto-Immunité, Centre
Hospitalier Lyon-Sud). Les AC anti-21 hydroxylase, anti-IA2, anti-GADG65 ont été dosés par
technique radio-immunologique (RIA). Les AC anti-thyroglobuline et anti-thyroperoxydase
ont ¢été¢ mesurés soit par RIA, soit par ELISA en fonction des centres hospitaliers ou le patient

a été prélevé. Les AC anti-facteur intrinséque ont été recherchés soit par immuno-dot, soit par
ELISA.
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Un immuno-phénotypage lymphocytaire a permis d’étudier quantitativement les
différentes sous-populations lymphocytaires T, B et NK. Les phénotypes CD3, CD4, CDS,
CD19 et CD56 ont été étudiés. Cette analyse a été réalisée dans le laboratoire référent de

chaque centre hospitalier concerné.

Le génotypage HLA de classe II des patients a ét¢ ¢galement déterminé, du fait de son
influence dans les pathologies auto-immunes en général, et en cas de déficit de AIRE, aussi
bien chez la souris que chez ’homme [59, 79]. 11 a été réalisé par technique de PCR-RFLP
(polymerase chain reaction-restriction fragment lenght polymorphism. La dénomination des
alleles a été réalisée grace a la nomenclature établie par le comité de nomenclature de I’OMS.

La encore, cette analyse a été réalisée dans le laboratoire référent de chaque centre hospitalier.

C. Séquencage du géne AIRE

Le diagnostic clinique a été confirmé par séquencage du géne A/RE (grace a I’aimable
collaboration du Dr Pascale Saugier-Véber, Laboratoire de Génétique Moléculaire, INSERM
U614, Rouen). Le diagnostic moléculaire de PEA1 a été réalisé¢ en deux étapes : dans un
premier temps, un séquengage des exons 6 et 8 du geéne AIRE, ou siégent la majorité des
mutations, a été réalis€. Si aucune mutation n'était identifiée dans ces deux exons ou qu'une
mutation unique €tait mise en évidence, le criblage était poursuivi par le séquengage des 12

autres exons du géne A/RE.

D. Recherche de corrélation génotype-phénotype clinique

Devant la trés grande variabilité des phénotypes cliniques, et ce au sein—-méme de
fratries, nous avons recherché quels facteurs pouvaient influencer I’apparition des différentes
manifestations de la maladie. En particulier, nous nous sommes interrogés quant a I’existence
d’une corrélation entre le phénotype clinique de nos patients, et les mutations du gene AIRE.
L’ ¢tude statistique a été réalisée grace a un test de Fisher exact. Nous avons également
recherché une corrélation entre le phénotype clinique de nos patients et leur génotypage HLA
de classe II ; toutefois, cette analyse n’a pu étre faite qu’au cas par cas, du fait du faible

effectif de la population en regard du nombre de sous-groupes HLA.
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Au total, cette premicre ¢tape s’est avérée indispensable a la poursuite de 1’étude,
puisqu’elle nous a permis de caractériser précisément la population étudiée et de collecter les
sérums nécessaires a 1’étude du répertoire B auto-réactif dans la PEA1. De plus, elle a été le
point de départ d’une ¢tude beaucoup plus large, financée depuis 2009 par un PHRC national,

intitulé : « Présentation et pronostic du syndrome APECED : recensement national ».
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Article 1

Autoimmune Polyendocrine Syndrome Type 1 in North-Western France: A/RE Gene

Mutation Specificities and Severe Forms Needing Immunosuppressive Therapies.

Horm Res Paediatr 2010;74:275-284
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11. Dérégulation de I’homéostasie B naturelle et adaptative dans la PEA1

Outre la dimension descriptive au plan clinique et génétique de la premicre partie de
ce travail, son intérét résidait également dans 1’¢tude de phénomenes auto-réactifs T-
dépendants bien connus dans la PEAT1. En effet, I’atteinte auto-immune des différents organes
en périphérie semble étre directement liée au défaut de sélection négative des thymocytes
auto-réactifs en I’absence de AIRE [68, 80]. Les auto-AC dirigés contre des antigeénes tissus-
spécifiques détectés dans cette pathologie, connus de longue date [19, 38], sont
vraisemblablement les témoins de cette altération de tolérance centrale, et témoignent donc

probablement d’une altération du répertoire B auto-réactif T dépendant.

Toutefois, ce type d’approche ne permet d’étudier qu’une partie trés restreinte de
I’auto-réactivité B. Afin d’¢largir notre étude a I’ensemble du répertoire B auto-réactif, a la
fois T-dépendant mais également T-indépendant, nous avons choisi d’utiliser la technique
sans a priori du western blot, couplé a une approche immuno-protéomique avec

caractérisation moléculaire des cibles discriminantes par analyse en spectrométrie de masse.

A. Etude des profils sériques auto-réactifs 1¢G et IsM

Dans un premier temps, nous avons ¢étudié les profils sériques d’auto-réactivité IgG
vis a vis de différents tissus par technique d’immuno-empreinte en une dimension (1D). Nous
avons initialement étudié¢ les profils d’auto-réactivité vis a vis des principaux tissus cibles
d’une atteinte auto-immune dans la PEA1 : tissus surrénalien, parathyroidien, thyroidien,
pancréatique, gastrique, ovarien et cutané (travail réalis¢é dans le cadre d’un Master 2
Recherche, E. Proust-Lemoine). Nous avons choisi de présenter uniquement les résultats les
plus représentatifs, obtenus avec les tissus pancréatiques et surrénaliens. Nous avons donc
compar¢ les profils auto-réactifs sériques IgG vis a vis de ces 2 tissus cibles en utilisant le
sérum de nos patients atteints de PEA1 et celui de sujets controles (patients atteints d’autres

types d’endocrinopathies auto-immunes et sujets sains).

Ayant constaté une altération de ces profils auto-réactifs IgG dans la PEA1 par rapport
aux groupes controles, nous nous sommes secondairement intéressés aux profils sériques
d’auto-réactivité IgM, pour les raisons développées dans le chapitre introductif. A nouveau,

une altération des profils auto-réactifs IgM a été constatée, grace a la comparaison des
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immuno-empreintes en 1D obtenus chez nos patients PEA1 et ceux obtenus dans nos 2

groupes controles.

B. Comparaison des profils et analyse statistique

Afin de déterminer quels étaient les antigeénes cibles de cette auto-réactivité spécifique
de la PEAI1, nous avons analysé les profils d’auto-réactivité de manicre qualitative, par
alignement, en notant pour chaque sérum la présence ou I’absence de chaque bande
antigénique (sans tenir compte de son intensité). Cette détection et cet alignement ont été
réalisés grace au logiciel Diversity Database 2.2. Les profils auto-réactifs sériques IgG et IgM
ont ét¢ analysés de manicre indépendante. S’en est suivie une étude statistique par test de Chi-
2, permettant de déterminer quelles bandes antigéniques faisaient 1’objet d’une auto-réactivité

plus spécifique de la PEAT.

C. Approche immuno-protéomique

Une approche immuno-protéomique a complété ce travail, afin de caractériser les
protéines antigéniques cibles de cette auto-réactivité spécifique. Elle a été réalisée en 3 étapes :
- ¢lectrophorese bidimensionnelle permettant 1’obtention d’une carte protéique en 2 dimensions
pour chaque tissu étudié
- superposition de cette carte avec I’immuno-empreinte en 2D d’un sérum d’intérét
- caractérisation moléculaire des antigénes d’intérét par spectrométric de masse de type

MALDI-TOF-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization- time of flight- time of flight).
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Article 2

Distortion of serum IgG and IgM self-reactive responses against tissue-specific and

ubiquitous antigens in autoimmune polyendocrine syndrome type 1

Soumis a Clinical Immunology
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I11. Déréglement de I’homéostasie B dans la PEA1, résultats préliminaires

Apres la mise en évidence d’une altération de la réponse humorale significative chez
les patients atteints de PEA1, ciblant des antigénes non seulement tissus-spécifiques mais
aussi ubiquitaires, et de la découverte chez la souris Aire -/- agée de la survenue de
lymphomes de la zone marginale de la rate, il nous est apparu légitime d’engager une étude

sur ’homéostasie des lymphocytes B circulants dans le PEAT.

Nos premiéres analyses réalisées sur un faible nombre de patients montrent des
modifications notables dans 1’équilibre des sous-populations lymphocytaires circulantes dans
la PEA1. On note en effet une diminution du nombre des cellules B naives et des cellules B
transitionnelles chez ces patients. Cette derniére anomalie a déja ét¢ mise en évidence au
laboratoire dans d’autres pathologies auto-immunes spécifiques d’organe comme la sclérose
en plaques [106]. En revanche, un accroissement d’une population cellulaire MZB-like

circulante est aussi observé dans tous les cas de PEA1 étudiés.

L’ensemble de ces résultats sera intégré dans une prochaine publication lorsque nous
disposerons d’un nombre suffisant de cas pour la réalisation d’études statistiques. Cette
démarche s’inscrit dans les objectifs du PHRC national, dans lequel nous poursuivons nos

inclusions.

Dans les chapitres suivants sont présentés le matériel et méthodes (A) puis les

premiers résultats obtenus (B).

A. Methods : Analysis of naive and memory B cells using multiparameter flow

cytometry.

Unprocessed whole blood samples were stained with fluorochrome-labeled murine
monoclonal antibodies according to the manufacturers’ instructions. Analysis was performed
using an FC500 flow cytometer (Beckman Coulter). Reagents and instrumentation were
obtained from Beckman Coulter (Miami, FL, USA), Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ,
USA) and Dako (Glostrup, Denmark). Absolute and relative numbers of CDI19+ B
lymphocytes were determined using monoclonal antibodies. Unprocessed whole blood
samples were stained with direct conjugates of fluorochrome-labeled using a four-color assay

and antibodies to CD19-PC5 and CD45-PC7. Flow-Count fluorospheres were added and
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acquired without washing along with the lymphocyte events (defined as CD45bright, low side
scatter). The naive, memory and MZ-like subsets of CD19+ B cell populations were detected
using four-color staining with antibodies to CD19-PC5 in combination with CD27-PCS5,
IgDPE and IgM-FITC and transitional subsets were detected using CD19-PC5, [gM-FITC and
CD38-PE. Red cell lysis was carried out using an automatic workstation (TQ-Prep), after
which the cells were washed twice prior to acquisition. Naive and memory B cell subsets
were expressed percentages of total CD19 B cell counts. Their absolute counts were
calculated by multiplying the specific subset percentage by the absolute CD19+ B lymphocyte
count. Four APS1 patients were compared with 4 patients with OAE and with age-matched

healthy controls (9 controls aged 5—10 years and 76 controls aged 20-60 years).

B. First results : Change in the distribution of circulating B cell subsets in APS1

patients

We phenotypically characterized the various circulating CD19+ B cell subsets from
late-immature (CD19+ CD38high) to memory-switched B cells (CD19+ CD27+ IgM- IgD-)
in 4 APSI patients compared with 2 control groups (age-matched OAE and healthy subjects;
Table 1). Representative histograms are shown in Figure 1 for one patient with APS1, one
patient with OAE and one age-matched control. We did not perform statistical analyses
because of the difference in the number of patients among the 3 populations.

However, some aspects were common to all 4 APS1 patients. The proportions of
CD27- IgD+ IgM+ subsets (naive B cells) and CD38+ IgM+ subsets (transitional B cells)
were reduced in APSI patients compared with age-matched healthy controls and OAE
controls. In addition, the prevalence of CD27+ IgM+ IgD+ subsets (MZ B-like cells) was
higher in APS1 patients compared with healthy controls and OAE patients. Results for 3
adults with APS1, 4 age-matched OAE patients and 76 healthy controls are summarized in
Table 1A. We observed the same trend for patient 1 (aged 6 years), who was compared with 9
children aged 5-10 years (Table 1B). The prevalence of CD27+ IgD- IgM+ and CD27+ IgD
IgM- (memory B cells) subsets in APS1 patients and the control populations were similar

(data not shown).
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Figure 1

Representative histogram of the elevated circulating MZ B-like subpopulation in 1 APS1
patient compared with 1 OAE patient and 1 healthy donor.

A higher proportion of MZ B-like subsets in the blood of the APS1 patient is evident
compared with the age-matched OAE patient and the age-matched healthy control. This B cell
subset expressed CD19+ CD27+ IgD+, as shown by the histogram (grey gate) and also
expressed IgM (top window).
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Table 1: Repartitioning of B cells subset:

1A: in 3 APSI patients compared with 4 OAE patients and 76 age-matched healthy controls

(relative values).

Healthy s7116l;Jects (n= OAE (n=4) APS1 (n=3)
20 to 60 years old 26 to 40 years old 28 to 42 years old
Mean SEM  95% CI Patient Patient Patient Patient Patient Patient Patient
1 2 3 4 5 6 7
Transitional B cells
CDI19+ CD38+ IgM+ (%) 537  0.32 46'3)‘(‘)' 2.4 2.1 5 28 04 08 3.9
Naive B cells
CD19+ CD27- IgDh+ IgM 60.75-
(%) 64.2 1.73 67.65 89.5 71 67 87.5 15.7 45.8 41
MZ B like cells
13.07-
CD19+ CD27+ IgD + 1512 1.03 17.17 3.7 11.6 14.5 4.9 21.6 22.1 27.5
IgM + (%)

1B: One APSI child compared with 9 age-matched healthy controls (relative values).

Transitional B cells

CD19+ CD38+ IgM+
(%)

Naive B cells

CD19+ CD27- IgD+ IgM
+(%)

MZ B like cells

CD19+ CD27+ IgD +
IgM + (%)

Mean

11.67

80.89

7.56

Healthy subjects

5-10 years old (n=9)

SEM

1.5

10.65

4.16

95% CI

10.52-12.82

72.70-89.07

4.36-10.75

APS1

6 year old

4.1

66.9

18.3
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PARTIE III : DISCUSSION

Le concept d’auto-réactivité physiologique et pathologique fait encore l’objet de
débats. On décrit une auto-réactivité dite physiologique ou naturelle qui serait trés conservée
au cours de la vie de I’individu et qui se constituerait au cours de 1’ontogénie des lymphocytes
B. C’est dans ce cadre que s’inscrit I’« homonculus immunologique » décrit par Cohen [1]. La
présence d’auto-anticorps de classe IgM, mais aussi d’isotypes IgA et IgG avant tout contact
antigénique, atteste de 1’existence de ce répertoire « primordial » naturellement présent chez
le nouveau-né [107]. Le répertoire auto-réactif I[gM naturel est trés restreint et homogene des
la naissance [104], et demeure conservé a 1’age adulte [2, 4, 108], méme s’il tend a se
diversifier [2, 109]. Les cibles de cette auto-réactivité sérique IgM mises en €vidence chez le
nouveau-né sont retrouvées a 1’age adulte [2]. Le répertoire auto-réactif [gM ne dépend pas de
celui de la mere, puisque les IgM ne passent pas la barriere placentaire. Il est donc propre au
nouveau-né, différent du répertoire maternel, et reste trés conservé d’un individu a 1’autre
[109]. Le répertoire auto-réactif IgA ne dépend pas non plus du répertoire maternel (ce type
d’Ig ne passe pas non plus la barriere placentaire). Il demeure également trés homogeéne d’un
nouveau-né a I’autre [104]. Enfin, le répertoire auto-réactif dépendant des IgG est également
restreint et conservé d’un individu a ’autre [3], et demeure stable a 1’age adulte [108]. Celui-
ci contraste avec I’hétérogénéité inter-individuelle du répertoire IgG dirigé contre des
antigénes ¢étrangers, dont la diversit¢ augmente avec 1’age [110]. En revanche, chez le
nouveau-né, le répertoire auto-réactif sérique IgG est trés proche de celui de sa mére, du fait
du passage trans-placentaire des IgG [104]. A coté de ce répertoire auto-réactif physiologique
naturel présent dés la naissance et conservé a 1’age adulte, il existerait un répertoire auto-
réactif physiologique homéostatique maintenant chez 1’individu un état de tolérance
permanent vis a vis des stimulations antigéniques extérieures [3, 111]. Dans le maintien de
ces équilibres, le role du réseau idiotype/anti-idiotype serait déterminant. Enfin, chez certains
individus se développe un répertoire auto-immun pathologique li¢ a une rupture de tolérance,
a ’origine de la survenue de maladies auto-immunes. L’un des enjeux essentiel aujourd’hui
est d’appréhender les mécanismes en cause dans ces processus de rupture de tolérance. Ceux-
ci impliquent-ils une dérégulation de 1’auto-réactivité naturelle (exemple de la dérégulation du
réseau idiotype) et/ou dépendent-ils d’éveénements liés a I’environnement (réle de I’immunité

innée et des signaux de danger, notion de mimétisme moléculaire, altération du pool de
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cellules régulatrices dans la théorie « hygiéniste » ...) ? L’existence de perturbations du
répertoire IgG sérique auto-réactif dans des maladies auto-immunes telles que la sclérose en
plaques ou le neuro-lupus a été largement étudiée lors de travaux antérieurs de notre équipe
[5-7], mais leur signification physiopathologique demeurait incertaine, notamment du fait
d’une auto-réactivité dirigée majoritairement contre des cibles ubiquitaires, dans des
pathologies spécifiques du systéme nerveux central. S’agissait-il de perturbations du
répertoire B auto-réactif naturel, majoritairement T-indépendant, ou bien d’altérations du

répertoire B auto-réactif adaptatif, T-dépendant ?

Dans la PEAI, liée aux mutations du gene AIRE, se développent de nombreuses
maladies auto-immunes spécifiques d’organe, en raison d’une rupture de tolérance d’origine
essentiellement thymique centrale liée a un défaut de délétion de clones lymphocytaires T
auto-réactifs [68, 80]. Nous avons donc choisi ce « modele » humain afin de mieux
appréhender les phénomeénes de distorsion du répertoire B auto-réactif constaté dans d’autres
pathologies auto-immunes. Notre travail a permis non seulement de confirmer qu’il existait
des anomalies du répertoire B d’origine T-dépendante comme attendu, mais également de
montrer qu’il existait probablement des anomalies du répertoire B T-indépendant. Cette

derniére observation ouvre, bien entendu, de nouvelles perspectives physiopathologiques.

Nous allons discuter de chacun de ces aspects en développant dans un premier temps
I’ensemble des ¢léments qui confirment dans notre étude la T-dépendance de PEAI1 puis
ensuite les arguments qui suggerent une T-indépendance de certains éveénements associés a

PEAL.

Tout d’abord, la présence de nombreux anticorps de classe IgG spécifiques d’organe
chez les souris Aire -/- [68, 78] et chez les patients atteints de PEA1 a été¢ largement
démontrée [36, 38], de manicre le plus souvent corrélée a I’atteinte clinique correspondante.
Nous [’avons confirmé dans notre série de patients (article 1), par des techniques
conventionnelles utilisées dans les différents laboratoires d’Immunologie. Il est a noter que
certains auto-AC peuvent étre présents en dehors de toute atteinte clinique correspondante
[36]. L’exemple des AC anti-thyroglobuline et anti-thyropéroxydase, présents dans la PEA1
dans environ 1/3 des cas, alors que la thyroidite y est rare de maniere patente (moins de 10%

des cas) illustre bien cette notion de I’existence de « marqueurs biologiques d’auto-
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immunité » asymptomatique [38]. La présence de certains AC, notamment anti-21
hydroxylase, peut toutefois étre prédictive de la survenue de I’atteinte clinique correspondante
[38]. 4 contrario, certains patients présentant une atteinte clinique ne posseédent pas les auto-
AC correspondants dans leur sérum, comme dans 1’atteinte surrénalienne ou le diabéte de type
1, notamment lorsque la pathologie est installée depuis plusieurs années [20]. En effet, le
processus inflammatoire régresse vraisemblablement, faisant place a de la fibrose, et les auto-

AC initialement présents finissent par disparaitre.

Notre étude immuno-protéomique (article 2) n’a pas permis la mise en évidence des
auto-AC décrits habituellement dans la maladie d’Addison comme cibles d’une auto-
réactivité spécifique chez nos patients atteints de PEA1: AC anti-21 hydroxylase [112, 113],
anti-17a hydroxylase [114], anti-enzyme de clivage de la chaine latérale du cholestérol [115,
116]. Ceci est vraisemblablement di au fait que nous avons choisi pour groupe controle des
patients atteints d’autres poly-endocrinopathies auto-immunes, notamment de type 2. Or dans
cette pathologie ou la maladie d’Addison est particulierement fréquente les auto-AC retrouvés
sont les mémes que dans la PEA1 [113], d’ou I’absence de discrimination détectable par notre
test statistique. De plus, dans notre approche, nous avons choisi de ne pas sélectionner les
patients en fonction des atteintes cliniques présentées, mais de les traiter de maniere globale
en groupe 1 : PEAI1 liée aux mutations du géne A/RE, et groupe 2 : autres endocrinopathies
auto-immunes [27]. La méme remarque concernant une discrimination indétectable par notre
approche peut-étre faite pour les antigénes cibles habituels d’une auto-réactivité spécifique
dans le diabéte de type 1. D’une part, cette atteinte du pancréas endocrine est relativement peu
fréquente dans la PEA1 [19, 21] ; d’autre part, elle est également présente dans la PEA2, plus
souvent que dans la PEAT [117].

En revanche, notre étude des profils auto-réactifs sériques IgG a mis en évidence une
auto-réactivité spécifique chez les patients atteints de PEA1 vis a vis de 1’aldose réductase.
Quoique considérée comme ubiquitaire, cette enzyme de la voie des polyols est largement
exprimée dans le tissu surrénalien [118]. Cette expression singuliere est liée au fait que cette
enzyme y sert de réductase a I’isocaproaldéhyde, produit issu de la stéroidogénése apres
action de I’enzyme de clivage de la chaine latérale du cholestérol. Elle y jouerait un role
régulateur de la stéroidogénese en réponse a un stimulus de stress induit par les
catécholamines [119]. De maniére trés intéressante, il a ét¢ montré dans le modéle murin
Aire-/- que son expression thymique était sous le contrdle de Aire [68]. Or nous savons que la
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perte d’expression d’un antigéne Aire-dépendant au niveau thymique peut avoir pour
conséquence 1’apparition d’AC ciblant cet antigéne en périphérie (exemple de la mucine-6 ou
de I’'IRBP, interphotoreceptor retinoid-binding protein) [120, 121]. Si on ne peut extrapoler
directement que 1’expression thymique d’un géne sous la dépendance de Aire chez la souris le
soit aussi chez I’homme, cette hypothése reste cependant plausible et mériterait d’étre

vérifiée.

Notre approche immuno-protéomique a également permis de caractériser d’autres
cibles antigéniques tissus-spécifiques dans la PEA1, jusque 1a non connues comme telles. I1
s’agissait de I’amylase pancréatique (cible d’AC d’isotype IgG), de la lipase pancréatique
(cible a la fois d’AC d’isotype IgG et [gM), ainsi que de la pancreatic regenerating protein 1o
(cible d’AC de classe IgM). La découverte de telles cibles pourrait avoir un intérét clinique
potentiel. En effet, les patients souffrant de PEA1 sont fréquemment atteints de malabsorption
trés invalidante [21], pour laquelle plusieurs hypothéses diagnostiques ont été évoquées. Une
atteinte auto-immune des cellules entérochromaffines gastro-intestinales a ét¢ décrite [42,
122]. Par ailleurs, une atteinte auto-immune du pancréas exocrine a aussi €t€ mise en évidence
[123], sans que les cibles antigéniques précises soient définies. La présence d’AC anti-
amylase et anti-lipase pourrait témoigner d’une atteinte auto-immune du pancréas exocrine
dans la PEAI, et constituer ainsi une explication alternative a la malabsorption. Cette
hypothése est d’autant plus séduisante que certains patients sont résistants a I’apport exogene
d’extraits pancréatiques [124, 125]. De plus, chez la souris Aire -/-, I’atteinte du pancréas
exocrine prédomine largement sur I’atteinte endocrine [68], méme chez les souris NOD Aire -
/- [79]. Par ailleurs, la pancreatic regenerating protein 1o (ReglA) est également une protéine
du pancréas exocrine ; elle constitue un facteur de croissance spécifique du pancréas
endocrine, et y joue un role anti-apoptotique sur les cellules p de Langherans [126]. Elle est
par ailleurs impliquée dans la physiopathologie de cancers de I’appareil digestif [127-129]. La
mise en évidence d’une auto-réactivité anti-Regl A dans la PEA1 ou la fréquence du diabéte

de type 1 peut atteindre 10% des patients mérite d’étre soulignée.

Ainsi, la découverte de nouvelles cibles antigéniques tissus-spécifiques (amylase,
lipase, Regl A pancréatiques) ou restreintes a quelques tissus (aldose réductase) dans la PEA1

semble bien d’origine T-dépendante. La présence combinée d’AC d’isotypes a la fois [gM
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et/ou IgG dirigée contre ces cibles est vraisemblablement liée a un processus de commutation
de classe. La réalisation d’une analyse sur prélévements séquentiels permettrait d’évaluer les

modalités d’apparition respective de ces anticorps et leur signification.

Pour compléter notre approche sur la T-dépendance des événements liée aux
mutations du géne AIRE, nous avons exploré I’homéostasie des lymphocytes circulants chez
nos patients (article 1). Nous avons mis en évidence chez 9 patients atteints de PEA1 une
¢lévation du taux moyen de lymphocytes CD4+ et une baisse du taux moyen de lymphocytes
T CD8+ par rapport aux normes €tablies dans une population témoin, se traduisant par une
¢lévation moyenne du ratio CD4/CD8 chez les patients APECED. Ces données sont
conformes aux données antérieures qui retrouvaient une hyperlymphocytose T CD4+ et une
lymphopénie CD8+ par rapport a un groupe témoin [16, 130], ainsi qu’une ¢€lévation du ratio
CD4/CDS8 [16]. Notre travail corrobore donc ces résultats, méme si dans ces 3 études,
I’analyse a été réalisée sur de petits effectifs inférieurs a 20 patients. Or il a ét€ montré que les
populations T CD4+ humaines exprimaient constitutionnellement le geéne AIRE
(contrairement aux cellules T CD8+), et de manic¢re plus marquée aprés une stimulation
antigénique ou par I’IL2 [131]. Par ailleurs, chez la souris Aire-/-, la surexpression de
molécules co-stimulatrices (tel le VCAM-1) a la surface des cellules dendritiques est a
I’origine d’une prolifération lymphocytaire T CD4+ plus importante que chez les souris
Aire+/+ [93]. Enfin et surtout, les cellules effectrices a 1’origine du développement d’infiltrats
inflammatoires dans les tissus sont les cellules CD4+ (polarisées Thl), alors que les cellules T
CD8+ semblent y jouer un réle secondaire) [96]. Ainsi, I’élévation des lymphocytes T CD4+
chez les patients atteints de syndrome APECED pourrait étre la résultante d’anomalies
fonctionnelles intrinséques de ces cellules privées de ’expression de A/RE, d’une altération
de la construction de leur répertoire au niveau thymique, et d’une activation exagérée par des
cellules dendritiques présentant des anomalies au niveau de leurs molécules de surface. La
lymphopénie T CD8+ pourrait étre la conséquence directe de I’augmentation du pool des
cellules T CD4+ (régulation homéostatique ?). Toutefois, il est également probable que les
anomalies d’éducation thymique aient un retentissement sur le répertoire de ces cellules T
CD8+, comme le suggére la description d’une prolifération monoclonale T CD8+ chez I’un de
nos patients (article 1) et dans la littérature [24, 132]. Le lien avec la lymphopénie reste a

éclaircir.
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L’ensemble de ces ¢léments souligne la T-dépendance des événements observés dans
la PEA1. Le défaut d’expression thymique de AIRE a donc de multiples conséquences a la
fois qualitative sur le répertoire T (en particulier celui des cellules T régulatrices [89, 92]),
sur la prolifération de lymphocytes T auto-réactifs en périphérie (parfois de maniére clonale
conduisant des leucémies [24, 132]), et quantitative sur les populations lymphocytaires T.
Les données antérieures de la littérature ainsi que les éléments sus-cités dans notre travail
attestent d’une altération du répertoire B thymo-dépendant, directement liée a ce défaut de
tolérance thymique centrale. Des ¢léments complémentaires obtenus au cours de notre étude

mettent aussi 1’accent sur 1’existence probable d’éveénements T-indépendants.

Ainsi, de manic¢re moins attendue, notre travail a permis de montrer I’existence d’une
auto-réactivité discriminante vis a vis de cibles antigéniques ubiquitaires chez les patients
atteints de PEA1, telles que la péroxiredoxine-2 (ciblée a la fois par des IgG et des IgM), ou la
heat shock cognate 71 kDa protein ou HSP71 (ciblée par des IgM). Nous avons discuté plus

haut du cas, selon nous particulier, de 1’aldose réductase détectée par des IgG.

Il n’y avait jusque 1a eu que trés peu d’antigénes ubiquitaires détectés comme cibles
d’une auto-réactivité spécifique dans la PEA1. Seuls les AC anti-interféron de type 1 [48,
133] ou anti-IL-17 et IL-22 [31, 51] ont été¢ récemment détectés dans le sérum des patients
atteints de ces patients. La présence d’AC anti-cytokines de polarisation Th17 pourrait étre en
lien avec la survenue des candidoses cutanéo-muqueuses observées chez ces patients, comme

vu plus haut.

La peroxiredoxine-2, comme I’HSP71 sont des protéines ubiquitaires impliquées dans
la protection cellulaire contre le stress oxydatif. Ainsi, la peroxiredoxine-2 a une fonction
anti-oxydante, réductrice des peroxydes. Des AC anti-peroxiredoxine ont déja été¢ détectés
dans des maladies auto-immunes systémiques, de type lupus ou autres vascularites
systémiques [134-136]. Il a été évoqué que la peroxiredoxine serait exprimée et relarguée par
les cellules apoptotiques dans ces maladies auto-immunes. De plus la peroxiredoxine est
capable d’activer la sécrétion de nombreuses cytokines, et jouerait donc un rdéle dans
I’induction de processus inflammatoires [135]. L’HSP-71 appartient quant a elle a la famille

des HSP-70. L’HSP-70 a également une fonction protectrice de la cellule contre le stress
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oxydatif, et s’avére augmentée en cas de stress, de situation pathologique a 1’origine d’une
inflammation, de nécrose cellulaire ... Elle se lie alors aux protéines endommagées.
L’expression de ’HSP-70 est ainsi augmentée au cours de certaines maladies auto-immunes
telles que le lupus [137]. Des AC contre cette protéine ont été détectés dans le purpura
thrombopénique auto-immun [138] ou dans les lupus d’expression neuro-psychiatrique [6].
De plus les HSP jouent un role important dans I’immunorégulation. L’HSP70 aurait la
capacité de promouvoir I’auto-immunité in vivo ; elle peut fonctionner comme un signal de
danger endogene, agissant sur les cellules présentatrices d’antigenes (CPA) [139]. Nous
savons en effet que les PRRs (Pattern Recognition Receptors) ont la capacit¢ de les
reconnaitre; ’HSP70 mimerait ainsi la présence de PAMPs (Pathogen-Associated Molecular
patterns) microbiens et entrainerait une réponse inflammatoire du systéme immunitaire inné

[140].

La présence d’AC dirigés contre des antigenes ubiquitaires dans la PEAT n’a été que
rarement rapportée, et a plusieurs explications potentielles. En effet, comme décrit plus haut,
Aire ne commande pas uniquement I’expression d’antigénes ectopiques tissus-spécifiques au
niveau des mTECs. Cette protéine est également responsable de I’expression d’autres
antigénes, beaucoup plus largement distribués, au sein des eTACs, cellules stromales
ganglionnaires ou spléniques [69]. Toutefois ces antigénes ubiquitaires sont principalement
des antigénes impliquant la présentation de I’antigéne ou la communication inter-cellulaire
[69]. Ainsi, la présence de certains AC dirigés contre des cibles plus ubiquitaires pourrait étre
liée a une rupture de tolérance Aire-dépendante en périphérie, au niveau splénique et/ou

ganglionnaire.

Par ailleurs, d’autres arguments plaident pour la T-indépendance de -certains
événements observés dans la PEAT. La présence d’AC discriminants de classe a la fois IgM
ou IgG dirigés contre des cibles ubiquitaires le suggere. Les anomalies du répertoire B T-
indépendant pourraient étre par exemple liées a des signaux inappropriés délivrés par des

PRRs, ou a I'implication d’un certain type de sous-populations lymphocytaires B.

Ainsi, ces signaux inappropriés peuvent étre associés a une anomalie soit de
I’engagement des PRRs, soit des signaux de transduction [141]. Les mutations du géne
CARDY a lorigine d’anomalies de la transduction du signal PRRs sont également

responsables de candidoses [142]. En effet , les glucannes et mannanes, situés a la surface des
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Candida constituent des PAMPs reconnus par les PRRs de la famille des TLRs (Toll-Like
Receptors 2, 4 et 9) ou de celle des CTL (C-Type lectin) [143]. La dectine-1, comme la
dectine-2, appartiennent a cette dernie¢re famille ; elles jouent un rdle primordial dans la
reconnaissance du Candida. Suite a cette reconnaissance est enclenchée la voie de Syk/
CARD?9 [144-146], conduisant a I’activation du NFxB et de la voie des MAP-kinases
(Mitogen Activated Protein) au sein de cellules myéloides. En découle la sécrétion de
cytokines (TNF-a, IL-6, IL-23) qui vont conduire des lymphocytes T naifs a développer un
profil de type Th17 [144, 147]. Ces voies sont ainsi primordiales dans la protection vis a vis
du Candida [49]. Toutefois, le niveau d’expression de ces différents PRRs ne serait pas
modifi¢ dans les cellules dendritiques immatures des patients atteints de PEAT en réponse au
Candida, par rapport au controle [148]. En revanche, les cellules dendritiques issues de
patients souffrant de candidoses (APECED et non APECED) ne parviendraient pas a « down-
réguler » I’expression de I’ARN messager des PRRs en réponse au Candida, contrairement a
des CD de sujets sains [149]. Ce défaut de rétro-contréle négatif traduirait un défaut de
maturation de ces cellules dendritiques, affectant la régulation de I’expression des PRRs en
réponse au Candida; ces anomalies de transduction de signaux PRR pourraient étre
responsables, au moins en partie, des difficultés de ces patients a se défendre vis a vis des
candidoses [148]. Ce défaut de maturation des cellules dendritiques dans la PEAT1 avait déja
¢été souligné par les mémes auteurs, qui avaient montré une hyperactivation de ces cellules en
réponse au Candida, avec hypersécrétion de cytokines (IFN-y, IL-2, TNF-a, IL-13) [150].
Cette hyperactivation des CD pourrait €tre réactionnelle a une altération de la réponse
lymphocytaire T au Candida, en particulier de polarisation Th17. Quoiqu’il en soit, la
présence d’AC anti-HSP 70 pourrait €également, nous 1’avons vu précédemment, plaider pour
des anomalies d’activation des PRRs et donc de I'immunité innée dans la PEA1. Les
anomalies de développement de la lignée iNKT décrits récemment dans la PEA1 sont un

argument supplémentaire pour des anomalies de I’immunité innée dans la PEAT [101].

Enfin, plusieurs arguments permettent d’évoquer aussi I’implication de sous-types
cellulaires B T-indépendants dans la PEA1. Nous avons en effet détecté une augmentation de
la sous-population cellulaire MZB-like chez 4 patients atteints de syndrome APECED, alors
que les cellules B transitionnelles et naives seraient diminuées (données préliminaires). Dans
la littérature, plusieurs arguments sont ¢galement en faveur d’une implication de ce sous-type

cellulaire. En effet, les souris Aire -/- développent des lymphomes de la zone marginale de la
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rate et des infiltrats lymphocytaires B hépatiques suggérant une activation exagérée de ces
lymphocytes en périphérie [105]. Or les cellules B de la zone marginale (MZB) sont capables
de proliférer de mani¢re T-indépendante. De plus, il existe, chez ces souris Aire -/-, une
augmentation des taux de cytokine BAFF (B cell Activating Factor of the TNF family) qui
contribue a I’activation des lymphocytes B notamment les MZB les rendant plus enclins a la
production d’auto-anticorps et a la présentation d’antigenes [151]. Chez ’homme, 20% des
cellules B matures expriment des auto-anticorps de faible affinité. Durant la lymphopoicse B,
plusieurs points de controle situés a différentes étapes de la maturation permettraient de
reconnaitre et d’¢liminer les cellules B auto-réactives [152]. Un ou plusieurs de ces points de
controle semblent €tre pris a défaut dans certaines pathologies auto-immunes, comme le lupus
[153]. La différenciation des cellules B transitionnelles en cellules B MZB-like s’accompagne
d’un passage par un point de controle responsable d’une chute du nombre de cellules
autoréactives [154]. Un des éléments régulateurs de cette transition entre cellules B immatures
et matures est la cytokine BAFF. En effet, a 1’état physiologique, une compétition s’opérerait
entre cellules auto-réactives et cellules non auto-réactives en fonction de la concentration de
BAFF. L’exces de production de BAFF pourrait étre responsable d’un défaut d’élimination
des cellules B autoréactives et plus particuliecrement des cellules MZB-like. Or, chez les
patients atteints de syndrome APECED, les taux sériques de BAFF sont accrus [151], ce qui
pourrait contribuer a ’activation des cellules B de type MZ, aux dépends des cellules B

naives et transitionnelles.
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PARTIE IV: CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La PEAI1 constitue, par son origine monogénique, un excellent modele pour la
compréhension de 1’auto-immunité spécifique d’organe. Initialement supposée T-dépendante,
cette pathologie apparait beaucoup plus complexe aujourd’hui. Elle semble impliquer d’autres
cellules immunocompétentes de I’immunité innée ou adaptative. Nous avons surtout orienté
nos travaux sur I’analyse des B lymphocytes et sur le répertoire B. Nos résultats sont en

faveur d’une telle hypothése.

Si la présence d’AC vis a vis de nouvelles cibles antigéniques tissus-spécifiques est
un argument supplémentaire qui confirme bien I’existence de perturbations du répertoire B
d’origine T-dépendante, la présence d’AC vis a vis de cibles ubiquitaires plaide en revanche
pour une altération du répertoire B T-indépendant. Ces perturbations touchent a la fois le
répertoire systémique auto-réactif IgG et systémique IgM. A la lumiére de nos premiers
résultats, une activation inappropriée des signaux de danger ou une hyperactivation des sous-
populations lymphocytaires de type MZ-B like peuvent étre suggérées. Dans ce contexte, il
n’est pas exclu que les anomalies T-indépendantes dans la PEAI mises en évidence

impliquent une atteinte de I’immunité naturelle.

A la suite de ce travail, plusieurs perspectives de recherche peuvent étre envisagées,
grace notamment a la mise en place d’un PHRC national sur cette thématique en 2009. Il
ouvre en effet les perspectives d’un recrutement plus large de patients dans cette pathologie
rare, en tentant de rassembler 1’ensemble des cas francais. Nous espérons ainsi confirmer ces
résultats sur une cohorte plus représentative de patients, mais également élargir les axes de

recherche a la fois a visée fondamentale, mais également en vue d’applications cliniques.

A. Poursuite du travail débuté sur les immuno-empreintes
1. Confirmation des résultats d’immuno-empreintes en IgM et IgG

Grace au PHRC national débuté depuis juillet 2009 dans lequel une cinquantaine de
patients est attendue, nous comptons donc poursuivre la réalisation d’immuno-empreintes

IgM et IgG afin de confirmer nos résultats. Nous envisageons surtout la réalisation d’analyses
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séquentielles afin d’estimer la stabilité de ce répertoire dans le temps puisque les patients vont
étre prélevés de maniére annuelle pendant au moins 3 années consécutives. Ceci pourrait
¢galement nous permettre d’évaluer de manicre qualitative I’évolution de I’auto-réactivité 1gG
et IgM respective vis a vis des Ag cibles mis en évidence par la présente analyse, et de mieux
en comprendre la signification. Si ’effectif s’avérait suffisant, nous pourrions également

effectuer une analyse par sous groupes, constitués selon les atteintes cliniques des patients.

2. Poursuite de I’étude de ’autoréactivité parathyroidienne

Nous poursuivrons également 1’analyse des immuno-empreintes qui ont été débutées
sur le tissu parathyroidien. Les cibles de 1’autoréactivité parathyroidienne dans la PEA1 et
dans d’autres hypoparathyroidies autoimmunes sont encore mal connues a 1’exception du
récepteur sensible au calcium et de NALPS. La recherche de nouveaux antigénes candidats
par I’analyse des profils d’autoréactivité IgG et IgM a été initiée, les cibles antigéniques d’une

auto-réactivité spécifique seront caractérisées par les techniques d’immuno-protéomique.

En parall¢le, un projet d’identification des épitopes cibles d’autoréactivité au sein du
récepteur sensible au calcium et de NALPS par puces protéiques (Innobiochips) est mené dans

le cadre du PHRC. Les premiers résultats sont en cours d’interprétation.

3. Etude des profils sérologiques anti-Candida albicans

Les récentes découvertes concernant la participation des mécanismes auto-immuns
impliquant des AC dirigés contre les cytokines de type IL-17 (défaillance des processus de
défense) nous incite a étudier les profils de réactivité sérologique vis-a-vis de différents
antigénes candidosiques chez des patients ayant une candidose, avec ou sans PEA1. Dans
cette perpective, une collaboration avec le laboratoire du Pr Poulain, par I’intermédiaire du Dr

Boualem Sendid (U 799, Physiopathologie des Candidoses) a été engagée.
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B. De Pimmunité humorale a ’homéostasie B

Nous souhaiterions confirmer les données préliminaires concernant les cellules B
naives et transitionnelles, mais aussi les cellules MZB-like qui semblent étre activées dans la
PEA1. Cet état de « priming » pourrait induire une production inappropri¢e d’auto-AC. Chez
ces patients, les taux de BAFF sont également augmentés en comparaison des taux observés
chez les sujets sains. Nous proposons donc de poursuivre des immunophénotypages
lymphocytaires B chez les patients atteints de PEA1, en les comparant a 2 groupes contrdles
appariés pour I’age et le sexe (groupe de PEA2 déja constitué, et cohorte de sujets sains
récemment établie au laboratoire [106]). Conjointement, un dosage de BAFF sérique par test
ELISA sera réalisé a la recherche d’une corrélation entre les taux de BAFF et le nombre de

cellules MZB-like.

Le mode¢le murin Aire-/- constitue une aide précieuse a la compréhension de la PEAT.
Il est envisageable de réaliser une étude séquentielle du répertoire auto-réactif naturel de ces
souris notamment avant et apres D’apparition des signes cliniques et des infiltrats
lymphocytaires. Cette analyse accompagnée de dosages de BAFF et d’immunophénotypages
lymphocytaires B (MZ) permettrait de déterminer si les modifications du répertoire précedent
I’apparition de la pathologie ou y sont associées. Cette approche nécessitera la mise en place
d’une collaboration avec des équipes internationales avec lesquelles des contacts ont déja été

engages.

C. Du laboratoire a la clinique

L’utilisation de protéines recombinantes devrait nous permettre de confirmer la
présence d’une auto-réactivit¢ vis a vis de ces cibles pancréatiques tissus-spécifiques
(amylase, lipase, ReglA) et surrénaliennes (aldose réductase) dans la PEA1. Une
collaboration avec une cellule de biotechnologie associée a 1’Université¢ de Lille 2 est en
cours, pour la réalisation de « micro-arrays » (Innobiochips). Dans un second temps, apres la
validation des antigeénes cibles a valeur diagnostique et/ou pronostique, la mise en place de

tests ELISA nous autoriserait a réaliser cette recherche de maniére plus aisée.
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Tableau 1 : Les principales atteintes et leur fréquence relative dans les principales séries cliniques (H=homme, F= femme, ND=non détermin¢)

Série Série juive Série Série
finlandaise iranienne italienne norvégienne
1990 [19] 1992 [12] 1998 [20] 2007 [13]
68 patients 23 patients 41 patients 36 patients
Endocrinopathies
» Hypoparathyroidie 79% 96% 93% 82%
» Insuffisance surrénalienne 72% 22% 73% 68%
» Hypogonadisme périphérique 60% F 3F 60% F 53%F
14% H 3H OH OH
» Diabéte de type 1 12% 4% 2,5% 9%
» Hypothyroidie 3% 3% 10% 9%
» Hypophysite ND ND 7% 0
Autres maladies auto-immunes
» Anémie de Biermer 13% 9% 15% 0
» Malabsorption 18% ND 15% 9%
> Hépatite 12% ND 20% 3%
> Alopécie 29% 13% 37% 41%
» Vitiligo 13% ND 12% 20%
Candidose cutanéo-muqueuse 100% 17% 83% 79%
Atteintes ectodermiques
» Kératopathie 35% ND 12% 9%
» Hypoplasie de 77% ND ND 38%
I’émail dentaire
» Dystrophie unguéale 52% ND 7% 15%
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1- Candidose cutanéo-muqueuse

C’est la manifestation clinique la plus fréquente. Cette candidose survient le plus
souvent avant 5 ans, révélant fréquemment la maladie [12, 18-22]. Bien que différentes
hypothéses physiopathologiques développées ultérieurement aient été proposées, on ignore
encore aujourd’hui les raisons précises pour lesquelles ces sujets présentent une susceptibilité
particuliére aux infections candidosiques. Les patients peuvent également étre sujets a

d’autres pathologies infectieuses séveres.

2- Manifestations endocriniennes auto-immunes

L’ hypoparathyroidie s’avere I’atteinte auto-immune la plus fréquente. C’est généralement

la premiére manifestation endocrinienne, le plus souvent présente avant 10 ans [12, 18-22].

L’insuffisance surrénalienne est la seconde atteinte auto-immune par ordre de fréquence,

survenant avant 1’age de 15 ans [12, 18-22].

L’hypogonadisme périphérique se révele plus fréquemment chez la femme que 1’homme, et

survient le plus souvent durant la seconde décennie [12, 18-22].

Le diabéte de type 1 est moins fréquent [12, 18-22].

La thyroidite auto-immune responsable d’hypothyroidie est également plus rare [12, 18-22].

La maladie de Basedow est exceptionnelle dans ce contexte.

L’hypophysite lymphocytaire, également rare, est en général diagnostiquée chez 1’enfant

devant un retard de croissance [12, 18-22].

3- Manifestations auto-immunes non endocriniennes
Les gastrites auto-immunes surviennent chez moins de 15% des patients atteints de PEA1 et

peuvent se compliquer d’anémie de Biermer [12, 18-22].

La malabsorption, fréquente, apparait précocement [12, 18-22]. Plusieurs étiologies ont été

incriminées ; destruction auto-immune des cellules entérochromaffines a différents étages du

tractus gastro-intestinal, atteinte infectieuse intestinale (C. Albicans, G. Lamblia ou C.
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difficile), insuffisance pancréatique exocrine d’origine auto-immune, maladie coeliaque,

lymphangiectasies intestinales ou fibrose kystique du pancréas [20].

L’hépatite auto-immune est de fréquence et de sévérité variable, survenant précocement [12,
18-22].

Le vitiligo, retrouvé dans moins d’1/4 des cas, peut apparaitre trés précocement, précédant les

¢léments diagnostiques classiques [12, 18-22]. Il est parfois universel.

L’alopécie demeure une composante fréquente du syndrome APECED, survenant

précocement [12, 18-22]. 11 s’agit d’alopécie en plaques, décalvante voire universelle.

La kérato-conjonctivite constitue une atteinte fréquente, apparaissant le plus souvent avant 4

ans [12, 18-22].

L’hypoplasie de I’émail dentaire et la dystrophie unguéale sont inconstamment rapportées,

et débutent généralement durant la premicre décennie de la vie [19, 22]. Un mécanisme auto-
immun a été évoqué [20], bien que ces sites ne soient pas facilement accessibles a une atteinte
auto-immune. Tout récemment, une équipe a montré 1’expression trés précoce de Aire chez
I’embryon murin, avant la gastrulation, des le stade blastocyste; 1’absence trés précoce de Aire

serait une explication potentielle a cette atteinte ectodermique [23].

4- Manifestations cliniques plus rares

D’autres pathologies, associés ou non a des marqueurs d’auto-réactivité spécifique, ont
été décrites au cours de la PEA1 [12, 18-22]: bronchiolite oblitérante, néphrite tubulo-
interstitielle, hypertension artérielle pulmonaire primitive, myocardite lymphocytaire, atrophie
splénique, syndrome de Gougerot-Sjogren, sclérodermie, polyarthrite rhumatoide, dysplasie
métaphysaire réversible, atrophie musculaire progressive, anémie hémolytique auto-immune,
insuffisance primitive des cellules de Sertoli, insuffisance testiculaire exocrine, pseudo-

hyperminéralo-corticisme,...

Des pathologies tumorales sont également possibles ; carcinomes €pidermoides de la
sphere buccale ou digestive haute se développant sur un terrain de candidoses muqueuses

chroniques négligées [18], leucémies a grands lymphocytes granuleux [24], ...

19



La multiplicité¢ de ces pathologies associées laisse penser qu’il existe une profonde
altération de I’homéostasie du systeme immunitaire avec de graves conséquences sur les

processus de tolérance mais aussi sur les phénomenes d’immuno-surveillance.

C-Diagnostics différentiels

La PEAI est a distinguer des autres polyendocrinopathies auto-immunes : celles-ci
demeurent beaucoup plus fréquentes, progressivement constituées a l'age adulte,
polygéniques, et liées a I'haplotype HLA. Elles ont été initialement démembrées en type 2
(atteinte surrénale et thyroidienne), type 3 (atteinte thyroidienne et autre atteinte auto-immune
excluant la surrénale), type 4 (pathologies auto-immunes différentes de celles précédemment
spécifiées) [25, 26]. Ces classifications n’ont plus, a ce jour, de justification
physiopathologique, et sont actuellement regroupées sous le terme générique de

polyendocrinopathies auto-immunes de type 2 ou PEA2 [27].

Le syndrome IPEX (Immune dysrégulation Polyendocrinopathy, Enteropathy, X
linked syndrome), plus exceptionnel encore, constitue une autre pathologie auto-immune a
transmission monogénique liée a I’X. Il se caractérise par la survenue trés précoce d'un
diabete de type 1, d'une entéropathie, d'un eczéma, d'une hypothyroidie et d'autres
manifestations auto-immunes [28]. Il est li¢ aux mutations du géne FOXP3, (forkhead box
P3) ; la protéine FOXP3 est en effet un facteur de transcription essentiel au développement et
au fonctionnement des cellules T régulatrices CD4'CD25", impliquées dans 1’homéostasie

immune et la prévention de 1’auto-immunité pathologique.

Enfin, de manicre intéressante, une association de pathologies auto-immunes
similaires au syndrome APECED (hypoparathyroidie, insuffisance surrénalienne) vient d’étre
décrite chez un patient atteint de thymome. Alors que celui-ci n’était pas porteur de mutations
du géne AIRE, il a été noté ’absence d’expression de AIRE au niveau de la tumeur [29]. Plus
fréquemment, des myasthénies d’origine auto-immune sont décrites chez ces patients. De
plus, les AC anti-interferon de type 1 et anti-IL-17F et anti-Il-22 y sont retrouvés, comme
dans la PEA1 [30, 31]. Un défaut de tolérance centrale li¢ a ’absence de AIRE est évoqué

chez les patients atteints de thymomes [32].
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D- Marqueurs biologiques d’autoréactivité humorale

De nombreux antigénes majoritairement spécifiques d’organe sont la cible d’auto-
anticorps (AC) détectés dans le sérum de ces patients (tableau 2). Certains AC sont identiques

a ceux retrouvés dans d’autres maladies auto-immunes, d'autres sont spécifiques de la PEAT.

1-Antigénes tissus-spécifiquess

-Atteinte parathyroidienne : les AC anti-parathyroide détectés en IFI sont habituellement

absents chez les patients APECED [20], alors que les AC anti-récepteur sensible au calcium
sont retrouvés de maniere inconstante selon la technique utilisée [18, 33, 34]. Des anticorps
anti- NALPS5 (NACHT leucine-rich-repeat protein 5) ont été sont observés chez 49 % des
patients atteints d'hypoparathyroidie au cours de la PEA1 mais sont absents dans les autres

causes d’hypoparathyroidie [35].

-Atteinte surrénalienne et gonadique: les anticorps anti-surrénale identifiés en

immunofluorescence indirecte (IFT) sont trés souvent positifs au moment du diagnostic (plus
de 90 % des cas). Les AC anti-cellules stéroidiennes détectés en IFI sont considérés comme
des marqueurs sérologiques de 1’hypogonadisme périphérique. Trois auto-antigénes ont été
identifiés dans ces atteintes, correspondant au cytochrome P450 impliqués dans la synthése
des hormones stéroidiennes: les AC anti-21 hydroxylase (associés aux anticorps anti-
surrénale et a I’atteinte surrénalienne), les anticorps anti-Side Chain Cleavage (associés aux
AC anti-cellules stéroidiennes, aux atteintes surrénalienne et gonadique), et les AC anti-17a
hydroxylase (dont I’association avec I’atteinte gonadique est controversée) [20, 36]. Ils sont

présents chez respectivement 76, 61 et 52 % des patients [37, 38]

-Atteinte pancréatique endocrine: les AC anti-Glutamic Acid Decarboxylase 65 (GAD 65) et

les AC anti-ilots de Langherans (ICA) sont trés souvent retrouvés chez les patients APECED,
mais sont peu spécifiques de diabéte de type 1 [20]. Les AC anti-Tyrosine Phosphatase-like
Protein (IA-2) et anti-insuline, semblent étre moins sensibles mais beaucoup plus spécifiques
[36]. On retrouve également des AC anti-Aromatic L-Amino acid Décarboxylase (AADC)
[38].

-Atteinte thyroidienne : les AC anti-thyropéroxydase et les AC anti-thyroglobuline sont

positifs dans 27 a 28 % des cas, mais ils sont peu spécifiques [20, 38].
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-Atteinte hypophysaire : les techniques d’IF se sont révélées peu contributives. Des AC anti-

TDRD6 (Tudor domain containing protein 6, protéine exprimée dans I'hypophyse de fonction
inconnue) ont ét¢ détectés chez 49 % des patients atteints d'APECED, et absente chez les
témoins. Mais elle n'est curieusement pas corrélée avec l'atteinte hypophysaire [39]. Des AC
anti-enolase hypophysaire ont également été¢ détectés, mais leur présence n’est la encore pas

corrélée a I’atteinte clinique correspondante [40].

-Malabsorption : les cellules entéro-chromaffines du tractus digestif sont des cibles d’auto-

réactivité privilégiées spécifiques dans la PEA de type 1. On peut mettre en évidence des AC
anti-tryptophane hydroxylase chez 45 a 50 % des patients atteints [36, 41], des anticorps anti-
histidine décarboxylase chez 37 % des patients [42] et de manicre plus inattendue des

anticorps anti-GADG65 (exprimée aussi dans les plexus nerveux intestinaux) [36].

-Atteinte gastrique : les AC anti-cellules pariétales gastriques en IFI sont les habituels

marqueurs d’anémie de Biermer, ainsi que les AC anti-facteur intrinseque [38].

-Atteinte hépatique : les AC anti-LKM1 (Liver Kidney Microsomes) sont présents chez 50 a

75 % des patients souffrant d'hépatite auto-immune au cours de la PEA 1 [20, 38]; les AC anti-
cytochrome P450 1A2 (CYP1A2), les AADC mais également plus étonnamment les AC anti-
Tryptophane Hydroxylase (TPH), sont trés significativement associés a 1’atteinte hépatique
[36, 43].

-Atteinte cutanée : les AC anti-follicules pileux et les AC anti-tyrosine hydroxylase (TH)

sont associés a I’alopécie [44, 45]. Les AC anti-AADC mais aussi les anticorps anti-SOX 10

sont quant a eux associés a la présence d’un vitiligo [36, 46].

-Atteinte bronchique : la présence d'AC dirigés contre ['épithélium respiratoire des

bronchioles a été caractérisée ; les AC anti-KCNRG (potassium channel regulator) sont

spécifiques de I’atteinte bronchique [47].

2-Autres cibles antigéniques

Par ailleurs, il est intéressant de noter que des auto-anticorps non tissus-spécifiques ont

¢été identifiés chez ces patients ; des AC anti-interféron de type IgG ont été identifiés dans le
sérum de patients atteints de PEA1 [13, 48]. Ils possédent une action neutralisante et sont

dirigés principalement contre les IFN-0, mais également contre les INF-w. Dans cette étude, les
22



2 types d’AC sont présents chez tous les patients, ce qui leur confere une excellente sensibilité
(100%). Leurs titres sont trés ¢levés, et leur survenue peut précéder les premicres
manifestations cliniques auto-immunes, voire la candidose. S’ils sont absents chez les témoins
sains ou hétérozygotes, ils peuvent étre retrouvés chez les patients atteints de thymome, mais a
des taux plus faibles. Si leur rdle exact reste a définir [48], ils pourraient étre considérés

comme un nouveau marqueur diagnostique de la pathologie [30].

Plus récemment des AC dirigés contre des cytokines de type Th17 ont été mis en
é¢vidence dans le syndrome APECED, simultanément par deux équipes. En effet, les
lymphocytes T de type Th17, producteurs de cytokines pro-inflammatoires telle que I’[L17-A,
sont impliqués dans la premiere ligne de défense contre les infections fungiques épithéliales,
particuliérement au niveau des muqueuses [49]. Dans ce type d’infection, les lymphocytes de
type Th17 produisent des cytokines (IL-17 et IL-22), permettant ainsi le recrutement et
I’activation des polynucléaires neutrophiles qui élimineront 1’infection [50]. Les réponses de
type IL-17F et IL-22 au Candida sont diminuées chez les patients APECED atteints de
candidose, alors méme que ces patients expriment des AC neutralisants vis a vis de ces 2
cytokines [31, 51]. Ainsi, les patients atteints de PEA1 ont des titres ¢levés d’auto-AC
neutralisants contre I’IL-17A, I’IL-17F et I’'IL-22, notamment ceux atteints de candidose. Ces
AC sont retrouvés dans les thymomes, mais pas dans les autres pathologies auto-immunes

étudiées. Ils pourraient tre ainsi liés a la survenue de candidoses chez ces patients.
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Composant de la pathologie

Tissu touché

Cible antigénique

Role de I’antigéne

Insuffisance surrénalienne

Cortico-surrénale

21 hydroxylase
170 hydroxylase
enzyme de clivage (SCC)

}Biosynthese des hormones stéroidiennes

Tyrosine phosphatase (IA2)

Hypoparathyroidie Parathyroide Récepteur sensible au calcium Homéostasie calcique
NALPS ?
Hypogonadisme Ovaire et testicule 170 hydroxylase }Biosynthese des hormones stéroidiennes
enzyme de clivage (SCC)
Diabéte de type 1 Pancréas endocrine Glutamic Acid Decarboxylase (GADG65) Biosynthése du GABA
Insuline Homéostasie glucidique
?

Histidine décarboxylase
Tryptophane hydroxylase

Hypothyroidie Thyroide Thyropéroxydase Biosynthése des hormones thyroidiennes
Thyroglobuline Précurseur des hormones thyroidiennes
Hypophysite Hypophyse Tudor Domain containing protein 6 (TDRD6) ?
Gastrite atrophique / Biermer Mugqueuse gastrique Facteur intrinséque Absorption de la vitamine B12
Malabsorption Tractus gastro-intestinal Glutamic Acid Decarboxylase (GADG65) Biosynthése du GABA

Biosynthése de I’histamine

Biosynthése de la sérotonine (1% étape)

Hépatite auto-immune Foie Aromatic L-Amino acid DéCarboxylase Biosynthése de la dopamine (2°™ étape) et de
(AADC) la sérotonine (2™ étape)
Cytochrome P450 1A2
Cytochrome P450 2A6 } Transport d’¢électrons et hydroxylation
Cytochrome P450 1A1
Cytochrome P450 2B6
Vitiligo Peau SOX 9 }Facteurs de transcription
SOX 10
Aromatic L-Amino acid DéCarboxylase Biosynthése des catécholamines et indolamines
(AADC)
Alopécie Follicule pileux Tyrosine hydroxylase Biosynthése de la dopamine (1°° étape)

Atteinte bronchiolaire

Bronchiole

KCNRG

Canal potassique

Tableau 2 : principales cibles antigéniques connues pour chaque tissu potentiellement si¢ge d’une atteinte auto-immune dans la PEAT.
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11. Bases moléculaires de la PEA1 : géne et protéine AIRE

A- Identification et expression du géne A/IRE

Le locus de la PEA1 a été mis en évidence en 1994 par analyse de liaison ; il est situé¢
en 21g22.3 [10]. Le geéne AIRE (AutolImmune REgulator) a finalement été identifi¢ par clonage
positionnel en 1997 [52, 53], il comprend 14 exons (figure 1). Plus d’une soixantaine de
mutations ont €té identifiées a ce jour.

Ce gene est exprimé principalement au niveau thymique (cellules ¢épithéliales
médullaires, mTECs et cellules dendritiques, CD). Cette expression du gene Aire a également
¢été identifiée dans la région médullaire et paracorticale des ganglions, dans la rate et dans le
foie feetal et dans des cellules stromales appelées extra-Thymic Aire expressing Cells (eTACs)
[52, 54]. 1l est également retrouvé dans le sang périphérique, mais exclusivement au niveau des
monocytes et des CD différenciées (pour la protéine Aire) [55].

De maniére intéressante, Aire serait exprimé trés tot chez 1’embryon, avant la
différenciation en 3 couches germinales (ectoderme, endoderme, mésoderme) ou gastrulation;
cette notion récente pourrait avoir un lien avec 1’existence d’une dystrophie ectodermique dans
I’APECED. En effet, il n’est pas clairement établi si cette manifestation du syndrome
APECED est une entité a part entiére ou s’il s’agit simplement d’une atteinte auto-immune des

phaneres (ongles, émail dentaire...) [23].

N Y85C
w R139X
o R257X
o 967-979del

1

9 10 1112 13 14

]

NH2 COOH

LXXLL LXXLL LXXLL LXXLL

CARD/HSR SAND PHD1 PRR PHD2

Figure 1: géne AIRE et protéine correspondante, avec ses différents domaines

fonctionnels. Les mutations du gene A/RE les plus fréquentes sont annotées en rouge.
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B- La protéine AIRE

1- Structure
Le géne AIRE code pour la protéine AIRE 1 de 57,7 kDa, de pHi a 7,32, comportant
545 acides aminés [53]. Cette protéine est composée de nombreux domaines structurels

retrouvés dans d’autres facteurs de transcription (figure 1).

On y trouve 2 domaines typiques en doigt de zinc (Plant Homeo Domain = PHD),
PHDI1 et 2, contenus dans des protéines nucléaires correspondant a des co-activateurs de la
transcription ou a des modulateurs de la chromatine. Les 4 motifs LXXLL sont fréquemment
retrouvés dans les co-activateurs de la transcription ; il permettrait la liaison protéine-protéine.
Le domaine SAND est un domaine de liaison a I’ADN. Il existe ¢galement un domaine CARD
(caspase recruitment domain), ayant une fonction d’homo ou d’hétéro-dimérisation [56],
autrefois identifi¢ comme ayant une forte homologie avec le domaine HSR (Homogeneously
Staining Region) de la protéine Sp100 (modulatrice de la transcription). On note enfin une

région riche en proline (PRR).

Ces domaines jouent un role important dans la fonctionnalité de la protéine, comme en
témoigne le fait qu’ils soient le siege de la majorité des mutations du géne A/RE (figure 1). La
plupart d’entre elles ont pour effet de modifier la distribution cytoplasmique et nucléaire de la
protéine AIRE. Les mutations qui touchent le domaine CARD ou HSR, comme la mutation
iranienne la plus commune ¢.254A>G (p.Tyr85Cys), bloquent la domiciliation cytoplasmique
de AIRE, vraisemblablement en inhibant I’importation de la protéine vers le noyau [57]. Les
mutations affectant le domaine SAND modifient la répartition de la protéine entre le noyau et
le cytoplasme, et provoquent une coloration péri-nucléaire excessive in vitro [57, 58]. Ceci est
en faveur d’un role du domaine SAND dans les mécanismes de transport nucléaire. La
mutation finlandaise dite « majeure » c.769 C>T (p.Arg257Stop), affecte ce domaine,
aboutissant a une protéine tronquée en son extrémité carboxy-terminale ; non seulement la
répartition intracellulaire de la protéine est modifiée, mais sa fonction transactivatrice est
abolie, avec la perte de ses 2 domaines PHD [57]. Ainsi, cette mutation non sens ¢.769 C>T
(p.Arg257Stop) s’avere tres délétere, puisqu’elle résulte en une perte quasi-totale de la fonction
protéique, et il a été noté que sa présence chez un patient atteint de syndrome APECED était

associée a une fréquence accrue de candidoses [59]. D’autres mutations faux-sens touchant le
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domaine CARD/HSR ou le domaine PRR semblent avoir des effets moindres sur la

fonctionnalité de la protéine.

2- Localisation et role intracellulaire de la protéine AIRE

La protéine AIRE est principalement localisée au niveau nucléaire (aspect ponctué en

immunofluorescence) [57], mais également le long du cytosquelette cytoplasmique [54].

De par sa structure et sa localisation, AIRE posséde de nombreuses caractéristiques
d’un facteur de transcription. De plus, elle se lie au co-facteur de transcription CREB-binding
protein (CBP), qui serait impliqué dans la régulation de la transcription [60]. D’autres co-
activateurs de la transcription tels pTEF-B (impliqué dans 1’¢longation transcriptionnelle) [61]
et DNA-PK (kinase spécifique de I’ADN) [62] interagissent avec AIRE (Figure 4, p 37) [63].
Ce role transcriptionnel de AIRE a ét¢ montré in vitro. Lors d’expériences de co-transfection,
Aire peut activer le promoteur de I'INFf et cette activité transcriptionnelle est médiée par les
domaines PHD [58]. Ce domaine se lie a I’histone H3 en fonction de sa méthylation (affinité
sélective pour H3K4 non méthylé) [64]. AIRE posséde également une activité de
transactivation de la transcription [60]. Enfin, AIRE présente une activité¢ E3 ubiquitine ligase,
abolie en cas de mutation du domaine PHDI1 et pourrait ainsi jouer un role dans la voie du

protéasome, par facilitation de la polyubiquitination de ses substrats [65].

Toutefois AIRE ne partage pas toutes les caractéristiques d’un facteur de transcription
typique. D’une part AIRE influence I’expression d’un nombre considérable de genes, et il
semble difficile qu’elle soit capable de se lier de manicre spécifique a un si grand nombre de
promoteurs [66]. D’autre part, AIRE régule ’expression de génes regroupés en « clusters » au
niveau du génome [67]. De plus les transcrits sous le controle de AIRE sont trés dépendants de
la cellule concernée ; les profils d’expression génique sous la dépendance de AIRE varient en
effet entre les cellules épithéliales médullaires thymiques (medullary Thymic Epithelial Cells
ou mTECs), les cellules extra-thymiques exprimant AIRE (ou eTACs), ... [68, 69]. Enfin, il a
¢té montré qu’une mTEC donnée exprime un transcrit ectopique de maniére stochastique [70,
71]. L’ensemble de ces parametres suggere que AIRE n’est pas un facteur de transcription
conventionnel, mais que cette protéine régule I’expression de génes en accentuant ou modifiant
des programmes déja en place dans la cellule [66].
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3- Régulation de ’expression de AIRE

Autrement dit, qui régule le régulateur ? Les mécanismes régulant I’expression de
AIRE sont encore peu connus. Il a été suggéré que la voie des lymphotoxines (LT, exprimées
au niveau des thymocytes) via leur récepteur LTPR (a la surface des mTECs) était responsable
de I’expression de AIRE et de ses geénes cibles au niveau des mTECs [72]. Toutefois, des
travaux ultérieurs ont montré que la signalisation LTBR intervenait bien dans la différenciation

des mTECs, mais pas dans 1’expression de AIRE [73], et que son influence serait plus marquée

dans les mTECs Aire -/- [74].

Le systeme RANK/RANK ligand et sa cascade de signalisation TRAF6 (TNF receptor-
associated factor 6) et NIK (NF-kB inducing kinase) sembleraient jouer un rdle plus important
dans la génération des mTECs Aire +/+, puisque leurs modéles murins KO respectifs sont a
I’origine d’une nette réduction de ces cellules [75, 76]. La encore, il reste difficile de distinguer

I’impact de la signalisation RANK sur la différenciation des mTECs et sur 1’activation de

AIRE [66].
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C- Role de AIRE dans la tolérance immune

1- AIRE et tolérance centrale

La protéine AIRE est ainsi principalement exprimée au niveau des mTECs, et présente
in vitro des caractéristiques de facteur de transcription. Or des transcrits d’ARN codant pour

des protéines ectopiques sont retrouveés au niveau de ces mémes mTECs [77].

L’¢laboration simultanée par 2 équipes d’un mod¢le murin Aire-/- a permis la mise en
évidence du role central de Aire dans la tolérance du soi. L’homologue murin du géne A/RE
code pour une protéine de 552 acides aminés, qui présente 71% d’homologie avec la protéine
humaine. Les souris Aire-/- présentent une auto-immunité spontanée spécifique d’organe,
similaire a celle de la PEAT1 [68, 78], mais non identique ; de plus, elles ne développent pas de
candidoses. Cette auto-immunité est variable d’une souris Aire-/- a 1’autre, influencée par
d’autres facteurs génétiques tels que le CMH ou les régions Idd3 et Idd5 [79]. Dans ces
modeles d’étude, on note une réduction voire une abolition spécifique de transcrits ectopiques
le plus souvent tissus-spécifiques au niveau des mTEC. Certains d’entre eux (codant pour le
cytochrome P450 1A2, la préproinsuline, la thyroglobuline, ...) codent pour des protéines
reconnues par des auto-anticorps dans la PEA1 [68]. D’autres anomalies de la réponse immune
ont été observées dans ce contexte. La prolifération clonale lymphocytaire T apres
immunisation par un antigene exogene tel que HEL (Hen Egg Lysosome) est 3 a 5 fois plus
importante que celle des souris Aire +/+ [78]. Ces réponses traduisent une altération des
processus de régulation contrdlant une réponse immune adaptée. Un remarquable modele de
souris double transgene (croisement de souris exprimant 1’antigéne HEL dans les cellules
pancréatiques sous la commande du promoteur de I’insuline, avec des souris exprimant un
TCR de forte avidité pour le HEL) a permis de mieux appréhender ces mécanismes. Chez cette
souris double transgeéne Aire -/-, il existe une perte de la sélection négative thymique des
lymphocytes T spécifiques de HEL qui sont ainsi retrouvés en périphérie [80]. On note ainsi un
ciblage de la réponse auto-réactive pathogeéne vis-a-vis des cellules B des ilots pancréatiques.
Aire commande ainsi I’expression de transcrits d’ARN ectopiques et ce de manicre dose-
dépendante ; la perte d’un seul alléle réduit de manicre importante 1’expression thymique d’une

protéine donnée et favorise la constitution de clones T auto-réactifs en périphérie [81].

Des travaux récents soulignent aussi certaines relations entre les modalités d’expression
du géne Aire et I’induction de processus apoptotiques. Pour certains auteurs, 1’expression de
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Aire dans une cellule (notamment les mTECs) entrainerait une mort rapide par apoptose [82].
Les thymocytes pourraient ainsi reconnaitre les complexes CMH/ antigénes ectopiques non
seulement directement sur les mTECs, mais également indirectement sur les CD ayant
phagocyté des corps apoptotiques issus de mTECs (figure 2) [66]. Toutefois, pour d’autres
auteurs, cette apoptose des mTECs liée a I’expression de Aire dans ces cellules serait un
phénomene indirect et retardé. En effet, les mTECs évolueraient secondairement vers un stade
Aire- CD80 ™e™edi2 - aingsi ’expression de Aire dans la mTEC ne serait pas constitutive et
immuable (a partir du moment ou elle y est apparue jusqu’a la mort cellulaire), mais serait

« down-régulée » dans les phases de différenciation terminale de la mTEC [23].
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Thymocyte \

Clonally deleted
thymocyte

Figure 2 : Aire permet la délétion clonale des thymocytes auto-réactifs, d’aprés Mathis D
et Benoist C [66].

Aire permet I’expression de nombreux antigénes ectopiques par les mTECs, qui les présentent
a leur surface, li¢és au CMH. La mTEC meurt ensuite par apoptose.

Le thymocyte migre a travers la médulla, et si son TCR reconnait le complexe CMH/Ag avec
une forte affinité, il est délété. Les thymocytes peuvent reconnaitre le complexe CMH/Ag
directement sur la mTEC, ou indirectement sur une CD ayant phagocyté des corps

apoptotiques de mTECs.
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2- AIRE et différenciation cellulaire des mTECs

Deux modé¢les de différenciation cellulaire s’opposent pour expliquer cette intrigante
capacité des mTECs a exprimer des transcrits ectopiques (figure 3). Farr et al défendent un
modele de «restriction progressive » (figure 3B), selon lequel les mTECs d’abord
pluripotentes perdraient progressivement cette capacité, pour ne représenter finalement qu’un
profil de synthése de protéines propre a un type cellulaire donné (certaines cellules ayant eu un
aspect voisin des thyréocytes, ou de cellules mammaires par exemple) [83, 84]. Les
publications plus récentes sont plutot en faveur d’'un modele de « différenciation terminale »
(figure 3A). Dans ce modele, les mTECs Aire + représenteraient une population cellulaire a un
stade avancé¢ de différentiation [82]. Ainsi, une méme cellule exprimerait des transcrits
ectopiques qui n’auraient pas de lien entre eux, et ne serait donc pas représentative d’un sous-
type cellulaire particulier [70]. Enfin, il a ét¢ montré qu’un transcrit codant pour un antigene

ectopique donné n’est exprimé que par un nombre trés réduit de mTECs [70].
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Figure 3 : Mécanismes potentiels permettant I’expression d’antigéne ectopiques par les

mTECs, d’aprés Gillard et Farr [84].

A : modéle de différenciation terminale ; la cellule devient progressivement capable
d’exprimer Aire et des transcrits d’origines diverses. Ce mode¢le est actuellement privilégié.

B : modele de restriction progressive ; les progéniteurs pluripotents se différencient
progressivement pour n’exprimer le programme que d’un sous-type cellulaire donné (i ou iii),
ou pour perdre tous les régulateurs périphériques et exprimer finalement un programme

indéterminé (ii).
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3- AIRE et cellules T régulatrices

Rappelons tout d’abord qu’il existe au moins deux grands types de cellules T
régulatrices. D une part, les cellules T régulatrices adaptatives ou induites : leur genése est
liée a des interactions, en périphérie, de cellules T naives avec des CD. Ces dernicres peuvent
en effet favoriser des réponses tolérogénes en fonction de la qualité des signaux
membranaires adressés aux cellules T et/ou de la production de médiateurs (cytokines
immuno-régulatrices, ...). Ainsi, les cellules Trl (Type 1 T regulatory) et les cellules Th3 ont
des propriétés de cellules régulatrices. Elles produisent respectivement de I’interleukine 10 ou
du TGF-p. D’autre part, les cellules T régulatrices naturelles, constitutivement présentes, et
d’origine thymique : il s’agit de cellules CD4+ CD25+ FoxP3+ qui inhibent in vitro et in vivo
la prolifération et la réponse effectrice des lymphocytes T CD4+ et CD8+. Comme décrit
plus haut, leur déficit chez I’homme est a 1’origine du syndrome IPEX. Ces cellules sont
sélectionnées au niveau thymique, tout comme les cellules T auto-réactives naives dont elles
vont controler la prolifération en périphérie ; 1’équilibre entre ces cellules T régulatrices et T
effectrices est maintenu en permanence de manieére dynamique, en situation physiologique

[85].

Certains auteurs ont remis en cause le fait que les mTECs (qui constituent un nombre
restreint de cellules) puissent a elles seules épurer I’ensemble du répertoire T a fort potentiel
auto-réactif. Ils ont ainsi évoqué la possibilit¢ d’un role de AIRE dans la sélection positive des
cellules T régulatrices. Des résultats contradictoires ont été obtenus a partir de différents
modeles d’études. D’une part, les données expérimentales dans les modeles murins n’ont pas
apporté d’arguments permettant d’évoquer une implication des T régulateurs. A I’inverse, des
¢tudes cliniques plaident pour des altérations quantitatives et qualitatives des T régulateurs

dans la PEAL.
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Chez les souris Aire -/-, le nombre et la fonction in vitro des lymphocytes T régulateurs
CD4+ CD25+ Foxp3+ en périphérie ne semblent pas altérés [86, 87]. Il a été montré, en
comparant les modeles murins Aire +/+ et Aire -/- double transgeénes (TCR et son antigeéne
« cognate », décrit plus haut), que le défaut d’expression de Aire n’avait aucun effet sur le
nombre de cellules T régulatrices Foxp3+ [80, 81, 87]. De plus, la comparaison des répertoires
du TCR de cellules T régulatrices issues de souris Aire +/+ et Aire -/- a mis en évidence leur
similarité, laissant penser que la sélection positive et le répertoire global des cellules T-
régulatrices ne sont pas Aire-dépendant [88].

A contrario, une altération qualitative et quantitative des cellules T régulatrices
CD4+CD25+ a ¢été constatée, chez les patients atteints de PEA1 [89]. Ceci constitue une
explication potentielle au fait que le phénotype clinique des patients atteints de PEA1 apparait
plus sévere que celui des souris Aire-/-. Ainsi, la proportion de ces cellules serait diminuée
chez ces patients [90]. De plus, elles présenteraient des altérations qualitatives du répertoire
auto-réactif de leur TCR (plus polyclonal que chez les témoins). Il a été noté par ailleurs une
diminution significative de I’expression de FOXP3 (ARNm et protéine), et une expression
préférentielle de AIRE dans la périphérie des corpuscules de Hassall thymiques [89], impliqués
dans la sélection positive des cellules T régulatrices [91]. Toutefois, d’autres auteurs soulignent
que cette diminution relative du nombre de cellules T régulatrices dans la PEA1 pourrait étre
secondaire aux infections chroniques par le Candida albicans, par séquestration au niveau des
sites inflammatoires [66]. Enfin, il existerait physiologiquement un réservoir de cellules T-
régulatrices naives en périphérie, appelé « recent thymic emigrants » ou RETs; chez les
patients atteints de PEA1, ce réservoir de cellules T régulatrices naives périphériques aurait un
turn-over accéléré, entrainant une déplétion de celui-ci au profit de cellules T régulatrices
activées [92]. Or ces cellules T régulatrices activées des patients souffrant de PEA1 expriment
moins FOXP3 que les sujets sains [89, 92], et I’on sait que le niveau d’expression de FOXP3
serait corrélé a ’activité suppressive de ces cellules. L’ensemble de ces données plaide en
faveur d’une altération a la fois qualitative et quantitative des cellules T régulatrices CD4+
CD25+ FOXP3+ dans la PEAL.

Ainsi, I’homéostasie de ce pool de cellules régulatrices semble perturbée chez le patient
atteint de PEA1, alors qu’elle apparait relativement conservée dans le modele murin Aire-/- .
Ce constat pourrait expliquer la différence entre les atteintes relativement modérées du modele
murin, et le phénotype clinique gravissime de certains patients atteints de syndrome APECED.
Toutefois, I’interprétation des processus li€s a cette dérégulation reste mal définie.
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4- AIRE et tolérance périphérique

a. Cellules hématopoiétiques périphériques

Le role de la protéine Aire au niveau des monocytes et des CD en périphérie est
controversé. Si Aire y est effectivement exprimée, le nombre de transcrits y est dix fois
inférieur a celui retrouvé dans les mTECs [68]. Toutefois, certains auteurs ont montré que les
CD des souris Aire-/- induisaient une prolifération lymphocytaire T CD4+ plus importante que
celles des souris Aire+/+, de maniere indépendante de I’expression du CMH de classe II. Ce
caractére « immunogene » des CD serait liée a la surexpression de molécules co-stimulatrices
comme le VCAM-1 a leur surface [93]. De plus, le nombre de cellules présentatrices
d’antigéne (CPA) sanguines, spléniques et ganglionnaires serait augmenté chez les souris Aire

-/- [93]. D’autres auteurs n’ont pu confirmer ces données [87].

b. Cellules stromales périphériques

Plus récemment une population de cellules stromales exprimant également des
transcrits ectopiques a attiré I’attention de deux équipes. Lee et al. ont rapporté leur présence
au niveau ganglionnaire, et leur capacité a exprimer Aire, sans apporter la preuve du lien entre
la présence de ces transcrits ectopiques et celle de Aire [94]. Par la suite, Gardner et al. ont
confirmé ’expression de Aire en périphérie dans ces cellules stromales (appelées eTACs, pour
« extra-Thymic Aire expressing Cells » dans leur travail), dans les ganglions et la rate, au
niveau des zones de jonction entre cortex et para-cortex. Ces cellules stromales exprimeraient
le CMH de classe I, et Aire y jouerait ¢galement un rdle transcriptionnel. De nombreux génes
sont ainsi « up-régulés » par Aire dans les eTACs, mais ils s’averent différents de ceux dont
AIRE module I’expression dans les mTECs (Figure 4). Il s’agit majoritairement de génes
codant pour des protéines le plus souvent ubiquitaires, impliquées dans 1’adhésion inter-
cellulaire (VCAM-1 ; ICAM-1, ...) ou dans la présentation de I’Ag (LAMP-1, CMH de classe
2, ... ), suggérant une interaction avec les lymphocytes T. Les eTACs joueraient ainsi en
périphérie un role similaire a celui des mTECs au niveau thymique permettant ainsi
I’expression d’auto-Ag et la délétion clonale de lymphocytes T auto-réactifs [69]. Ce systéme
constituerait ainsi un réseau secondaire de tolérance en périphérie. Aire ne semble toutefois pas
la seule protéine impliquée dans ce réseau de tolérance périphérique. En effet, il a été
récemment montré que I’expression d’autres antigénes ectopiques dans d’autres cellules

comme les-cellules endothéliales des ganglions semble Aire-indépendante [95].

36



Periphery

~1500 genes ~150 genes

Current Opinion in Immunology

Figure 4 : L’activité transcriptionnelle de Aire s’exerce a la fois au niveau thymique

(mTEC:S) et en périphérie (eTACs), d’apreés Gardner [63].

Les génes dont la transcription est sous I'influence de Aire dans les eTACS sont le plus
souvent différents des génes Aire-dépendants dans les mTECs; de plus, le nombre de genes
sous la dépendance de Aire dans les eTACs y demeure moins important.

Dans la mTEC, les co-facteurs de transcription se liant a Aire sont bien connus, (CBP, pTEFb,
DNA-PK). Le domaine PHD1 de AIRE se lie de maniére spécifique a la chromatine
(implication de I’histone H3K4 non méthylé). En revanche, les mécanismes inhérents a
I’activité transcriptionnelle de AIRE dans les eTACs demeurent méconnus.
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5- Mécanismes effecteurs en périphérie

a. Roles respectifs des lvmphocytes B et T

Deux théories s’opposent pour tenter d’expliquer la relation entre ce défaut de tolérance
centrale et ses conséquences réelles sur les mécanismes effecteurs périphériques, conduisant
aux maladies auto-immunes multiples présentes chez la souris Aire-/- et dans la PEAT.

Ainsi des souris Aire-/- déficientes en cellules T (par invalidation du geéne codant la
chaine a du TCR) ne développent pas de maladie auto-immune, alors que des souris Aire-/-
UMT -/- (modele dans lequel il existe un blocage de la maturation cellulaire B au stade pré-B)
présentent des infiltrats inflammatoires tissulaires proches de ceux présents chez la souris Aire-
/-, bien qu'un peu atténués. De plus, dans cette étude, un transfert a des souris SCID de
populations lymphocytaires issues de souris Aire-/- déplétées en populations CD8+ n’empéche
pas I’apparition d’infiltrats tissulaires inflammatoires. En revanche, si 1’on transfére a ces
souris SCID des populations lymphocytaires Aire-/- déplétées en lymphocytes CD4+, la
maladie auto-immune ne se développe pas chez ces souris. Ainsi, seul le compartiment T
CD4+ (et non CD8+) apparait indispensable au développement de la maladie. Les auteurs
montrent que ces cellules T CD4+ ont une polarisation de type Th 1. De plus, I’administration
d’un AC monoclonal anti-CD4 aux souris Aire-/- diminue nettement les processus auto-
immuns. Dans cette ¢tude, le réle des cellules T CD4+ apparait prépondérant. Le role des
lymphocytes B y semble ici secondaire, puisque les souris Aire-/- uMT -/- y développent la

maladie, toutefois de maniére un peu atténuée [96].

Une autre équipe utilisant deux modéles distincts de déplétion en lymphocytes B
rapporte des résultats différents. La encore, les souris Aire -/- uMT -/- développent la maladie
de maniére atténuée, alors que les souris Aire -/- Jh -/- (mod¢le dans lequel 1’absence de région
jonctionnelle de chaine lourde donc de BCR résulte dans le blocage de maturation de cellules
proB en préB, soit un blocage complet dans la différenciation cellulaire B) présentent des
infiltrats inflammatoires mineurs [97]. Ces données mettent ici en exergue 1’importance de
I’implication des lymphocytes B. L’apparente discordance entre ces deux modeles d’étude
pourrait étre liée au fait que le modele uMT -/- est a ’origine d’un blocage de la lignée B
moins complet que le modele Jh -/- [66, 98]. Dans ces travaux qui mettent I’accent sur le role
des lymphocytes B, les auteurs soulignent que les auto-AC ne seraient pas directement
pathogenes, et que les cellules B ne participeraient pas a la phase effectrice. Toutefois,
I’administration précoce a des souris Aire -/- d’AC monoclonal anti-CD20 permet de diminuer
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la survenue d’événements auto-immuns [97]. Ainsi les cellules B pourraient aussi avoir un role

régulateur précoce dans le « priming » puis dans I’expansion de la réponse cellulaire T.

b. Implication des cellules iNKT

Jusqu’il y a peu, le role des cellules NK (Natural Killers) et iNKT (invariant NKT

« restreintes » au CD1) n’avait été que peu abordé, aussi bien dans le modele murin Aire -/-,
que dans la PEA1. Seule une étude avait évoqué 1’'implication de Aire dans le développement
thymique des cellules iNKT [99], mais les auteurs s’étaient ensuite rétractés en raison
d’inexactitudes, tout en maintenant leurs conclusions [100]. Récemment deux études se sont a
nouveau intéressées a ces cellules de 'immunité dite « intermédiaire ». Ainsi, il semble que le
nombre de cellules iNKT soit réduit dans le thymus et les organes périphériques chez les souris
Aire -/-. De plus le nombre de cellules iNKT circulantes chez les patients atteints de PEA1
serait diminué [101]. En revanche, le nombre de cellules NK ne serait pas affecté chez les
souris Aire -/-, chez qui ces cellules se différencieraient normalement [101]. Ainsi I’hypothése
selon laquelle le développement des cellules iNKT pourrait étre influencé par Aire est a
nouveau émise. Suite a ces résultats, d’autres auteurs se sont interrogés sur le role de ces
cellules dans la survenue des candidoses. Ils ont montré que la diminution du nombre de iNKT
se vérifiait chez tous les patients atteints de candidoses, qu’ils soient atteints de PEA1 ou non
(22 patients étudiés, dont 9 PEA1). De plus, in vitro, ils n’ont pas mis en évidence d’induction
de la prolifération des iNKT par des souches de Candida inactivées par la chaleur. Ils en
concluent que la diminution des iNKT serait plutdét une conséquence de la candidose, qu’une
de ses causes [102]. Ceci n’est toutefois pas une explication satisfaisante a la diminution du
nombre de ces cellules chez les souris Aire -/-, qui sont quant a elles indemnes d’infections

candidosiques.
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En conclusion, au travers des premiéres données rappelées dans ce chapitre introductif,
si le défaut de tolérance centrale semble bien défini dans la PEA1, il n’apparait pas aujourd’hui
si simple d’en comprendre les conséquences sur le déroulement global de la réponse immune,
notamment sur I’implication de I’'immunité innée, et sur les dysrégulations éventuelles induites
entre réponses innées et réponses adaptatives. Il apparait surtout difficile d’objectiver des liens
précis permettant de rattacher I’apparition de certains processus pathogeénes induits et/ou
associés a cette mutation (exemple de la candidose, dont le mécanisme d’apparition est loin
d’étre completement ¢lucidé). C’est pour tenter de répondre a certaines de ces questions que
nous avons souhaité mener une étude sur I’exploration du répertoire B dans un tel contexte.
Nous disposions en effet au laboratoire d’un mod¢le d’analyse d’immuno-protéomique de
référence ; nous avons en parallele collecté les sérums de patients atteints de PEA1, mod¢le

clinique de référence.
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I11. Objectifs

Dans nos travaux antérieurs, les résultats obtenus dans la sclérose en plaques [5, 7, 8]
ou dans les formes neuro-psychiatriques de lupus érythémateux aigu disséminé [6] ont mis
I’accent sur I’intérét d’une démarche sans a priori pour étudier ce répertoire B, et en particulier
les profils d’auto-réactivité sérique IgG. Ainsi, il a été montré que ces profils pouvaient
constituer une « signature sérologique » de ces maladies auto-immunes, puisqu’on retrouvait
une singularit¢ du répertoire B propre aux patients atteints et distincte de celui des sujets
controles. Toutefois les cibles antigéniques identifiées €taient majoritairement ubiquitaires
dans des pathologies tissus-spécifiques. La méthodologie utilisée par le laboratoire permettait
ainsi d’évaluer, de fagon intégrative, « ’empreinte humorale » d’une réaction auto-immune
sans préjuger de son caractére T-dépendant ou T-indépendant. Pour faciliter la compréhension
et la signification de ces immuno-empreintes, notamment I’éventuelle part de 1’auto-réactivité
naturelle, et le caractére de dépendance vis-a-vis des lymphocytes T, nous souhaitions disposer
d’un mod¢le de référence. C’est dans cette perspective que nous avons orienté nos travaux sur
I’é¢tude de la PEA1 dans laquelle, de fagon remarquable, 1’altération du répertoire T est
caricaturale, au moins si I’on en juge par les premicres publications sur ce théme [68, 78, 80].
Dans un premier temps, nous avons constitu¢ des bases de données clinico-biologiques
indispensables a notre étude en coordonnant un réseau d’abord inter-régional puis national
depuis 2009 dans le cadre d’un Programme Hospitalier de Recherche Clinique (PHRC). Une
collection d’échantillons sériques précieux nous a permis la réalisation ultérieure d’études
d’immuno-empreinte sans a priori dans la PEA1 et dans d’autres pathologies testées a titre de
controles. Nous verrons que nos résultats ouvrent de nouvelles perspectives sur la

physiopathologie de I’APECED qui n’apparait plus strictement dépendante des lymphocytes T.

A. Analyse clinique, immunologique et génétique de la population étudiée

Pour cela nous avons, dans un premier temps, collecté le sérum de patients atteints de cette
pathologie exceptionnelle, jusque la non explorée en France. Grace a la collaboration des
centres hospitaliers de I’Inter-région Nord-Ouest, nous avons pu recenser 19 patients atteints.
Les caractéristiques clinico-biologiques précises ont ét¢ documentées pour chacun de ces cas.
Un séquencage du géne A/RE a permis d’en identifier les mutations. Les différents auto-
anticorps tissus-spécifiques susceptibles d’étre présents dans le sérum de ces patients ont été
recherchés. Le génotypage HLA de classe 2, dont on sait qu’il influe sur le phénotype clinique
des patients [59], a été analysé. Un premier immuno-phénotypage lymphocytaire (T, B, NK) a
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¢galement été réalisé afin de préciser les altérations quantitatives secondaires potentiellement

liées au défaut de sélection négative des lymphocytes T auto-réactifs (Article 1).

B- Analyse des profils d’auto-réactivité IsG des patients atteints de PEA1

Par la suite, nous avons ¢tudi¢ les profils d’auto-réactivité sériques IgG de ces patients
atteints de PEA1. Par technique d’immuno-empreinte, nous avons compar¢ leurs profils a ceux
obtenus chez 2 groupes de sujets controles (sujets sains ou atteints d’autres endocrinopathies
auto-immunes). Nous avons choisi d’étudier [’auto-réactivité¢ sérique IgG vis a vis
d’homogénats de tissus potentiellement atteints dans la PEA1: les tissus surrénalien,
parathyroidien, thyroidien, pancréatique, gastrique, ovarien et cutané. En cas d’altérations
constatées du répertoire B prouvées par analyse statistique, nous avons caractérisé, par une
démarche d’immuno-protéomique , les antigénes permettant de distinguer les patients atteints
de PEAI1 des sujets controles. Nous avons présenté les résultats obtenus avec des tissus

surrénaliens et pancréatiques qui se sont avérés les plus représentatifs (Article 2).

C- Analyse des profils d’auto-réactivité IsM des patients atteints de PEA1

Les résultats obtenus grace a I’étude des profils d’auto-réactivité IgG ont permis de montrer
que ces patients présentaient bien une auto-réactivité vis a vis d’antigénes tissus-spécifiques.
De maniere moins attendue, une auto-réactivité discriminante vis a vis de cibles antigéniques
ubiquitaires a aussi €t¢ observée. Or, les auto-anticorps de classe IgG peuvent étre aussi des
auto-anticorps naturels. Il nous est ainsi apparu judicieux de poursuivre notre enquéte avec
I’analyse des profils dépendants d’auto-anticorps de classe IgM pour mieux interpréter la T-
dépendance ou la T-indépendance des profils préalablement obtenus. En effet, un répertoire
auto-réactif naturel IgM est qualitativement normal chez les souris déficientes en lymphocytes
T [103]. De plus, les auto-anticorps naturels IgM peuvent étre détectés en I’absence de toute
immunisation connue. Ainsi lors de la vie feetale se constitue un répertoire auto-réactif humoral
de type IgM sélectif et trés conservé entre les individus [104].

Comme dans 1’é¢tude précédente, nous avons donc étudié les profils d’auto-réactivité
sériques IgM des patients atteints de PEA1 en comparaison a 2 groupes controles. La recherche
d’une altération de ces profils a été suivie de la caractérisation des antigénes cibles, afin de
déterminer s’il s’agissait de cibles spécifiques aux IgM, ou des mémes cibles que celles

reconnues par les IgG (Article 2).
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D- Etude des sous-populations lvmphocyvtaires B

Ces premiers résultats ont permis de mettre en évidence dans la PEA1 une auto-
réactivité dépendante d’IgG et d’IgM dirigée contre des cibles antigéniques tissus-spécifiques,
mais aussi ubiquitaires. La présence d’une auto-réactivit¢ IgG vis a vis d’antigeénes tissus-
spécifiques chez les patients atteints de PEA1 était attendue. Elle peut étre la conséquence
d’une coopération T-B qui favorise les phénoménes d’hypermutation somatique et de
commutation isotypique. Un défaut de sélection de cellules T auto-réactives pourrait en effet
favoriser 1’activation des cellules B auto-réactives dans le cadre d’une aide « cognate » ou
connexe dans les organes lymphoides secondaires. En revanche, la présence d’une auto-
réactivité 1gG vis a vis d’antigénes ubiquitaires s’est avérée plus surprenante. Ce résultat
pourrait témoigner de I’implication d’autres populations lymphocytaires B auto-réactives, T-
indépendantes. Par ailleurs, il existe des auto-anticorps naturels de classe IgG. Cette
hypothése de T-indépendance est renforcée par certaines données expérimentales récentes.
Ainsi, les souris Aire -/- agées présentent des infiltrats tissulaires de 2 types, B folliculaires et
B issus de la zone marginale de la rate (dits MZ chez la souris, MZ-like chez I’homme) [105].
Elles développent également des lymphomes de cette zone marginale [105]. Or, ces
populations sont a 1’origine d’une auto-réactivit¢ naturelle T-indépendante. Les patients
atteints de PEA1 pourraient ainsi présenter a la fois une activation des populations B
folliculaires mais également des populations B de type MZ-like, a 1’origine d’une altération
de D’auto-réactivité adaptative mais également naturelle. Nous avons donc caractérisé les
sous-populations lymphocytaires B de ces patients (notamment MZB-like et folliculaires), en
comparaison de celles observées dans d’autres polyendocrinopathies auto-immunes et chez

des sujets sains.
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PARTIE II : RESULTATS

I. Caractéristiques de la population étudiée

La polyendocrinopathie auto-immune de type 1 demeure une pathologie
exceptionnelle, tant par son mécanisme physiopathologique, que par sa raret¢ au plan
épidémiologique. Aucune étude n’avait jusque la tenté de rassembler les cas francais, de les
caractériser au plan clinique, immunologique et génétique. Ainsi, grace a la collaboration des
praticiens endocrinologues et pédiatres des centres hospitaliers généraux et universitaires de
I’Inter-région Nord-Ouest (Nord-Pas-de-Calais, Picardie, Haute et Basse Normandie), nous

avons pu recenser 19 patients atteints dans cette Inter-région.

A. Recueil des données cliniques

Tout d’abord, le phénotype clinique des patients a pu €tre décrit précisément, en
particulier dans les formes séveres de la maladie nécessitant la mise sous

immunosuppresseurs.

B. Méthodes d’analyse des données immunologiques

La présence d’auto-anticorps tissus-spécifiques habituellement retrouvés dans cette
pathologie a été recherchée. L’ immuno-fluorescence indirecte a été utilisée pour détecter la
présence d’AC anti-parathyroide, anti-ilots de Langherans, anti-ovaire, anti-cellules pariétales
gastriques, anti-LKM]1 et anti-muscles lisses (avec confirmation en immuno-dot pour les 2
derniers si nécessaire). Les AC anti-récepteur sensible au calcium ont été¢ recherchés par
technique d’immuno-transfert, en utilisant un polypeptide recombinant correspondant aux
acides aminés 1-603 du domaine extra-cellulaire du récepteur sensible au calcium [33] (grace
a I’aimable collaboration du Dr Nicole Fabien, Unité Fonctionnelle d'Auto-Immunité, Centre
Hospitalier Lyon-Sud). Les AC anti-21 hydroxylase, anti-IA2, anti-GADG65 ont été dosés par
technique radio-immunologique (RIA). Les AC anti-thyroglobuline et anti-thyroperoxydase
ont ¢été¢ mesurés soit par RIA, soit par ELISA en fonction des centres hospitaliers ou le patient

a été prélevé. Les AC anti-facteur intrinséque ont été recherchés soit par immuno-dot, soit par
ELISA.
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Un immuno-phénotypage lymphocytaire a permis d’étudier quantitativement les
différentes sous-populations lymphocytaires T, B et NK. Les phénotypes CD3, CD4, CDS,
CD19 et CD56 ont été étudiés. Cette analyse a été réalisée dans le laboratoire référent de

chaque centre hospitalier concerné.

Le génotypage HLA de classe II des patients a ét¢ ¢galement déterminé, du fait de son
influence dans les pathologies auto-immunes en général, et en cas de déficit de AIRE, aussi
bien chez la souris que chez ’homme [59, 79]. 11 a été réalisé par technique de PCR-RFLP
(polymerase chain reaction-restriction fragment lenght polymorphism. La dénomination des
alleles a été réalisée grace a la nomenclature établie par le comité de nomenclature de I’OMS.

La encore, cette analyse a été réalisée dans le laboratoire référent de chaque centre hospitalier.

C. Séquencage du géne AIRE

Le diagnostic clinique a été confirmé par séquencage du géne A/RE (grace a I’aimable
collaboration du Dr Pascale Saugier-Véber, Laboratoire de Génétique Moléculaire, INSERM
U614, Rouen). Le diagnostic moléculaire de PEA1 a été réalisé¢ en deux étapes : dans un
premier temps, un séquengage des exons 6 et 8 du geéne AIRE, ou siégent la majorité des
mutations, a été réalis€. Si aucune mutation n'était identifiée dans ces deux exons ou qu'une
mutation unique €tait mise en évidence, le criblage était poursuivi par le séquengage des 12

autres exons du géne A/RE.

D. Recherche de corrélation génotype-phénotype clinique

Devant la trés grande variabilité des phénotypes cliniques, et ce au sein—-méme de
fratries, nous avons recherché quels facteurs pouvaient influencer I’apparition des différentes
manifestations de la maladie. En particulier, nous nous sommes interrogés quant a I’existence
d’une corrélation entre le phénotype clinique de nos patients, et les mutations du gene AIRE.
L’ ¢tude statistique a été réalisée grace a un test de Fisher exact. Nous avons également
recherché une corrélation entre le phénotype clinique de nos patients et leur génotypage HLA
de classe II ; toutefois, cette analyse n’a pu étre faite qu’au cas par cas, du fait du faible

effectif de la population en regard du nombre de sous-groupes HLA.
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Au total, cette premicre ¢tape s’est avérée indispensable a la poursuite de 1’étude,
puisqu’elle nous a permis de caractériser précisément la population étudiée et de collecter les
sérums nécessaires a 1’étude du répertoire B auto-réactif dans la PEA1. De plus, elle a été le
point de départ d’une ¢tude beaucoup plus large, financée depuis 2009 par un PHRC national,

intitulé : « Présentation et pronostic du syndrome APECED : recensement national ».
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Article 1

Autoimmune Polyendocrine Syndrome Type 1 in North-Western France: A/RE Gene

Mutation Specificities and Severe Forms Needing Immunosuppressive Therapies.

Horm Res Paediatr 2010;74:275-284
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11. Dérégulation de I’homéostasie B naturelle et adaptative dans la PEA1

Outre la dimension descriptive au plan clinique et génétique de la premicre partie de
ce travail, son intérét résidait également dans 1’¢tude de phénomenes auto-réactifs T-
dépendants bien connus dans la PEAT1. En effet, I’atteinte auto-immune des différents organes
en périphérie semble étre directement liée au défaut de sélection négative des thymocytes
auto-réactifs en I’absence de AIRE [68, 80]. Les auto-AC dirigés contre des antigeénes tissus-
spécifiques détectés dans cette pathologie, connus de longue date [19, 38], sont
vraisemblablement les témoins de cette altération de tolérance centrale, et témoignent donc

probablement d’une altération du répertoire B auto-réactif T dépendant.

Toutefois, ce type d’approche ne permet d’étudier qu’une partie trés restreinte de
I’auto-réactivité B. Afin d’¢largir notre étude a I’ensemble du répertoire B auto-réactif, a la
fois T-dépendant mais également T-indépendant, nous avons choisi d’utiliser la technique
sans a priori du western blot, couplé a une approche immuno-protéomique avec

caractérisation moléculaire des cibles discriminantes par analyse en spectrométrie de masse.

A. Etude des profils sériques auto-réactifs 1¢G et IsM

Dans un premier temps, nous avons ¢étudié les profils sériques d’auto-réactivité IgG
vis a vis de différents tissus par technique d’immuno-empreinte en une dimension (1D). Nous
avons initialement étudié¢ les profils d’auto-réactivité vis a vis des principaux tissus cibles
d’une atteinte auto-immune dans la PEA1 : tissus surrénalien, parathyroidien, thyroidien,
pancréatique, gastrique, ovarien et cutané (travail réalis¢é dans le cadre d’un Master 2
Recherche, E. Proust-Lemoine). Nous avons choisi de présenter uniquement les résultats les
plus représentatifs, obtenus avec les tissus pancréatiques et surrénaliens. Nous avons donc
compar¢ les profils auto-réactifs sériques IgG vis a vis de ces 2 tissus cibles en utilisant le
sérum de nos patients atteints de PEA1 et celui de sujets controles (patients atteints d’autres

types d’endocrinopathies auto-immunes et sujets sains).

Ayant constaté une altération de ces profils auto-réactifs IgG dans la PEA1 par rapport
aux groupes controles, nous nous sommes secondairement intéressés aux profils sériques
d’auto-réactivité IgM, pour les raisons développées dans le chapitre introductif. A nouveau,

une altération des profils auto-réactifs IgM a été constatée, grace a la comparaison des
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immuno-empreintes en 1D obtenus chez nos patients PEA1 et ceux obtenus dans nos 2

groupes controles.

B. Comparaison des profils et analyse statistique

Afin de déterminer quels étaient les antigeénes cibles de cette auto-réactivité spécifique
de la PEAI1, nous avons analysé les profils d’auto-réactivité de manicre qualitative, par
alignement, en notant pour chaque sérum la présence ou I’absence de chaque bande
antigénique (sans tenir compte de son intensité). Cette détection et cet alignement ont été
réalisés grace au logiciel Diversity Database 2.2. Les profils auto-réactifs sériques IgG et IgM
ont ét¢ analysés de manicre indépendante. S’en est suivie une étude statistique par test de Chi-
2, permettant de déterminer quelles bandes antigéniques faisaient 1’objet d’une auto-réactivité

plus spécifique de la PEAT.

C. Approche immuno-protéomique

Une approche immuno-protéomique a complété ce travail, afin de caractériser les
protéines antigéniques cibles de cette auto-réactivité spécifique. Elle a été réalisée en 3 étapes :
- ¢lectrophorese bidimensionnelle permettant 1’obtention d’une carte protéique en 2 dimensions
pour chaque tissu étudié
- superposition de cette carte avec I’immuno-empreinte en 2D d’un sérum d’intérét
- caractérisation moléculaire des antigénes d’intérét par spectrométric de masse de type

MALDI-TOF-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization- time of flight- time of flight).
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Article 2

Distortion of serum IgG and IgM self-reactive responses against tissue-specific and

ubiquitous antigens in autoimmune polyendocrine syndrome type 1

Soumis a Clinical Immunology
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I11. Déréglement de I’homéostasie B dans la PEA1, résultats préliminaires

Apres la mise en évidence d’une altération de la réponse humorale significative chez
les patients atteints de PEA1, ciblant des antigénes non seulement tissus-spécifiques mais
aussi ubiquitaires, et de la découverte chez la souris Aire -/- agée de la survenue de
lymphomes de la zone marginale de la rate, il nous est apparu légitime d’engager une étude

sur ’homéostasie des lymphocytes B circulants dans le PEAT.

Nos premiéres analyses réalisées sur un faible nombre de patients montrent des
modifications notables dans 1’équilibre des sous-populations lymphocytaires circulantes dans
la PEA1. On note en effet une diminution du nombre des cellules B naives et des cellules B
transitionnelles chez ces patients. Cette derniére anomalie a déja ét¢ mise en évidence au
laboratoire dans d’autres pathologies auto-immunes spécifiques d’organe comme la sclérose
en plaques [106]. En revanche, un accroissement d’une population cellulaire MZB-like

circulante est aussi observé dans tous les cas de PEA1 étudiés.

L’ensemble de ces résultats sera intégré dans une prochaine publication lorsque nous
disposerons d’un nombre suffisant de cas pour la réalisation d’études statistiques. Cette
démarche s’inscrit dans les objectifs du PHRC national, dans lequel nous poursuivons nos

inclusions.

Dans les chapitres suivants sont présentés le matériel et méthodes (A) puis les

premiers résultats obtenus (B).

A. Methods : Analysis of naive and memory B cells using multiparameter flow

cytometry.

Unprocessed whole blood samples were stained with fluorochrome-labeled murine
monoclonal antibodies according to the manufacturers’ instructions. Analysis was performed
using an FC500 flow cytometer (Beckman Coulter). Reagents and instrumentation were
obtained from Beckman Coulter (Miami, FL, USA), Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ,
USA) and Dako (Glostrup, Denmark). Absolute and relative numbers of CDI19+ B
lymphocytes were determined using monoclonal antibodies. Unprocessed whole blood
samples were stained with direct conjugates of fluorochrome-labeled using a four-color assay

and antibodies to CD19-PC5 and CD45-PC7. Flow-Count fluorospheres were added and
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acquired without washing along with the lymphocyte events (defined as CD45bright, low side
scatter). The naive, memory and MZ-like subsets of CD19+ B cell populations were detected
using four-color staining with antibodies to CD19-PC5 in combination with CD27-PCS5,
IgDPE and IgM-FITC and transitional subsets were detected using CD19-PC5, [gM-FITC and
CD38-PE. Red cell lysis was carried out using an automatic workstation (TQ-Prep), after
which the cells were washed twice prior to acquisition. Naive and memory B cell subsets
were expressed percentages of total CD19 B cell counts. Their absolute counts were
calculated by multiplying the specific subset percentage by the absolute CD19+ B lymphocyte
count. Four APS1 patients were compared with 4 patients with OAE and with age-matched

healthy controls (9 controls aged 5—10 years and 76 controls aged 20-60 years).

B. First results : Change in the distribution of circulating B cell subsets in APS1

patients

We phenotypically characterized the various circulating CD19+ B cell subsets from
late-immature (CD19+ CD38high) to memory-switched B cells (CD19+ CD27+ IgM- IgD-)
in 4 APSI patients compared with 2 control groups (age-matched OAE and healthy subjects;
Table 1). Representative histograms are shown in Figure 1 for one patient with APS1, one
patient with OAE and one age-matched control. We did not perform statistical analyses
because of the difference in the number of patients among the 3 populations.

However, some aspects were common to all 4 APS1 patients. The proportions of
CD27- IgD+ IgM+ subsets (naive B cells) and CD38+ IgM+ subsets (transitional B cells)
were reduced in APSI patients compared with age-matched healthy controls and OAE
controls. In addition, the prevalence of CD27+ IgM+ IgD+ subsets (MZ B-like cells) was
higher in APS1 patients compared with healthy controls and OAE patients. Results for 3
adults with APS1, 4 age-matched OAE patients and 76 healthy controls are summarized in
Table 1A. We observed the same trend for patient 1 (aged 6 years), who was compared with 9
children aged 5-10 years (Table 1B). The prevalence of CD27+ IgD- IgM+ and CD27+ IgD
IgM- (memory B cells) subsets in APS1 patients and the control populations were similar

(data not shown).
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Figure 1

Representative histogram of the elevated circulating MZ B-like subpopulation in 1 APS1
patient compared with 1 OAE patient and 1 healthy donor.

A higher proportion of MZ B-like subsets in the blood of the APS1 patient is evident
compared with the age-matched OAE patient and the age-matched healthy control. This B cell
subset expressed CD19+ CD27+ IgD+, as shown by the histogram (grey gate) and also
expressed IgM (top window).
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Table 1: Repartitioning of B cells subset:

1A: in 3 APSI patients compared with 4 OAE patients and 76 age-matched healthy controls

(relative values).

Healthy s7116l;Jects (n= OAE (n=4) APS1 (n=3)
20 to 60 years old 26 to 40 years old 28 to 42 years old
Mean SEM  95% CI Patient Patient Patient Patient Patient Patient Patient
1 2 3 4 5 6 7
Transitional B cells
CDI19+ CD38+ IgM+ (%) 537  0.32 46'3)‘(‘)' 2.4 2.1 5 28 04 08 3.9
Naive B cells
CD19+ CD27- IgDh+ IgM 60.75-
(%) 64.2 1.73 67.65 89.5 71 67 87.5 15.7 45.8 41
MZ B like cells
13.07-
CD19+ CD27+ IgD + 1512 1.03 17.17 3.7 11.6 14.5 4.9 21.6 22.1 27.5
IgM + (%)

1B: One APSI child compared with 9 age-matched healthy controls (relative values).

Transitional B cells

CD19+ CD38+ IgM+
(%)

Naive B cells

CD19+ CD27- IgD+ IgM
+(%)

MZ B like cells

CD19+ CD27+ IgD +
IgM + (%)

Mean

11.67

80.89

7.56

Healthy subjects

5-10 years old (n=9)

SEM

1.5

10.65

4.16

95% CI

10.52-12.82

72.70-89.07

4.36-10.75

APS1

6 year old

4.1

66.9

18.3
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PARTIE III : DISCUSSION

Le concept d’auto-réactivité physiologique et pathologique fait encore l’objet de
débats. On décrit une auto-réactivité dite physiologique ou naturelle qui serait trés conservée
au cours de la vie de I’individu et qui se constituerait au cours de 1’ontogénie des lymphocytes
B. C’est dans ce cadre que s’inscrit I’« homonculus immunologique » décrit par Cohen [1]. La
présence d’auto-anticorps de classe IgM, mais aussi d’isotypes IgA et IgG avant tout contact
antigénique, atteste de 1’existence de ce répertoire « primordial » naturellement présent chez
le nouveau-né [107]. Le répertoire auto-réactif I[gM naturel est trés restreint et homogene des
la naissance [104], et demeure conservé a 1’age adulte [2, 4, 108], méme s’il tend a se
diversifier [2, 109]. Les cibles de cette auto-réactivité sérique IgM mises en €vidence chez le
nouveau-né sont retrouvées a 1’age adulte [2]. Le répertoire auto-réactif [gM ne dépend pas de
celui de la mere, puisque les IgM ne passent pas la barriere placentaire. Il est donc propre au
nouveau-né, différent du répertoire maternel, et reste trés conservé d’un individu a 1’autre
[109]. Le répertoire auto-réactif IgA ne dépend pas non plus du répertoire maternel (ce type
d’Ig ne passe pas non plus la barriere placentaire). Il demeure également trés homogeéne d’un
nouveau-né a I’autre [104]. Enfin, le répertoire auto-réactif dépendant des IgG est également
restreint et conservé d’un individu a ’autre [3], et demeure stable a 1’age adulte [108]. Celui-
ci contraste avec I’hétérogénéité inter-individuelle du répertoire IgG dirigé contre des
antigénes ¢étrangers, dont la diversit¢ augmente avec 1’age [110]. En revanche, chez le
nouveau-né, le répertoire auto-réactif sérique IgG est trés proche de celui de sa mére, du fait
du passage trans-placentaire des IgG [104]. A coté de ce répertoire auto-réactif physiologique
naturel présent dés la naissance et conservé a 1’age adulte, il existerait un répertoire auto-
réactif physiologique homéostatique maintenant chez 1’individu un état de tolérance
permanent vis a vis des stimulations antigéniques extérieures [3, 111]. Dans le maintien de
ces équilibres, le role du réseau idiotype/anti-idiotype serait déterminant. Enfin, chez certains
individus se développe un répertoire auto-immun pathologique li¢ a une rupture de tolérance,
a ’origine de la survenue de maladies auto-immunes. L’un des enjeux essentiel aujourd’hui
est d’appréhender les mécanismes en cause dans ces processus de rupture de tolérance. Ceux-
ci impliquent-ils une dérégulation de 1’auto-réactivité naturelle (exemple de la dérégulation du
réseau idiotype) et/ou dépendent-ils d’éveénements liés a I’environnement (réle de I’immunité

innée et des signaux de danger, notion de mimétisme moléculaire, altération du pool de
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cellules régulatrices dans la théorie « hygiéniste » ...) ? L’existence de perturbations du
répertoire IgG sérique auto-réactif dans des maladies auto-immunes telles que la sclérose en
plaques ou le neuro-lupus a été largement étudiée lors de travaux antérieurs de notre équipe
[5-7], mais leur signification physiopathologique demeurait incertaine, notamment du fait
d’une auto-réactivité dirigée majoritairement contre des cibles ubiquitaires, dans des
pathologies spécifiques du systéme nerveux central. S’agissait-il de perturbations du
répertoire B auto-réactif naturel, majoritairement T-indépendant, ou bien d’altérations du

répertoire B auto-réactif adaptatif, T-dépendant ?

Dans la PEAI, liée aux mutations du gene AIRE, se développent de nombreuses
maladies auto-immunes spécifiques d’organe, en raison d’une rupture de tolérance d’origine
essentiellement thymique centrale liée a un défaut de délétion de clones lymphocytaires T
auto-réactifs [68, 80]. Nous avons donc choisi ce « modele » humain afin de mieux
appréhender les phénomeénes de distorsion du répertoire B auto-réactif constaté dans d’autres
pathologies auto-immunes. Notre travail a permis non seulement de confirmer qu’il existait
des anomalies du répertoire B d’origine T-dépendante comme attendu, mais également de
montrer qu’il existait probablement des anomalies du répertoire B T-indépendant. Cette

derniére observation ouvre, bien entendu, de nouvelles perspectives physiopathologiques.

Nous allons discuter de chacun de ces aspects en développant dans un premier temps
I’ensemble des ¢léments qui confirment dans notre étude la T-dépendance de PEAI1 puis
ensuite les arguments qui suggerent une T-indépendance de certains éveénements associés a

PEAL.

Tout d’abord, la présence de nombreux anticorps de classe IgG spécifiques d’organe
chez les souris Aire -/- [68, 78] et chez les patients atteints de PEA1 a été¢ largement
démontrée [36, 38], de manicre le plus souvent corrélée a I’atteinte clinique correspondante.
Nous [’avons confirmé dans notre série de patients (article 1), par des techniques
conventionnelles utilisées dans les différents laboratoires d’Immunologie. Il est a noter que
certains auto-AC peuvent étre présents en dehors de toute atteinte clinique correspondante
[36]. L’exemple des AC anti-thyroglobuline et anti-thyropéroxydase, présents dans la PEA1
dans environ 1/3 des cas, alors que la thyroidite y est rare de maniere patente (moins de 10%

des cas) illustre bien cette notion de I’existence de « marqueurs biologiques d’auto-
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immunité » asymptomatique [38]. La présence de certains AC, notamment anti-21
hydroxylase, peut toutefois étre prédictive de la survenue de I’atteinte clinique correspondante
[38]. 4 contrario, certains patients présentant une atteinte clinique ne posseédent pas les auto-
AC correspondants dans leur sérum, comme dans 1’atteinte surrénalienne ou le diabéte de type
1, notamment lorsque la pathologie est installée depuis plusieurs années [20]. En effet, le
processus inflammatoire régresse vraisemblablement, faisant place a de la fibrose, et les auto-

AC initialement présents finissent par disparaitre.

Notre étude immuno-protéomique (article 2) n’a pas permis la mise en évidence des
auto-AC décrits habituellement dans la maladie d’Addison comme cibles d’une auto-
réactivité spécifique chez nos patients atteints de PEA1: AC anti-21 hydroxylase [112, 113],
anti-17a hydroxylase [114], anti-enzyme de clivage de la chaine latérale du cholestérol [115,
116]. Ceci est vraisemblablement di au fait que nous avons choisi pour groupe controle des
patients atteints d’autres poly-endocrinopathies auto-immunes, notamment de type 2. Or dans
cette pathologie ou la maladie d’Addison est particulierement fréquente les auto-AC retrouvés
sont les mémes que dans la PEA1 [113], d’ou I’absence de discrimination détectable par notre
test statistique. De plus, dans notre approche, nous avons choisi de ne pas sélectionner les
patients en fonction des atteintes cliniques présentées, mais de les traiter de maniere globale
en groupe 1 : PEAI1 liée aux mutations du géne A/RE, et groupe 2 : autres endocrinopathies
auto-immunes [27]. La méme remarque concernant une discrimination indétectable par notre
approche peut-étre faite pour les antigénes cibles habituels d’une auto-réactivité spécifique
dans le diabéte de type 1. D’une part, cette atteinte du pancréas endocrine est relativement peu
fréquente dans la PEA1 [19, 21] ; d’autre part, elle est également présente dans la PEA2, plus
souvent que dans la PEAT [117].

En revanche, notre étude des profils auto-réactifs sériques IgG a mis en évidence une
auto-réactivité spécifique chez les patients atteints de PEA1 vis a vis de 1’aldose réductase.
Quoique considérée comme ubiquitaire, cette enzyme de la voie des polyols est largement
exprimée dans le tissu surrénalien [118]. Cette expression singuliere est liée au fait que cette
enzyme y sert de réductase a I’isocaproaldéhyde, produit issu de la stéroidogénése apres
action de I’enzyme de clivage de la chaine latérale du cholestérol. Elle y jouerait un role
régulateur de la stéroidogénese en réponse a un stimulus de stress induit par les
catécholamines [119]. De maniére trés intéressante, il a ét¢ montré dans le modéle murin
Aire-/- que son expression thymique était sous le contrdle de Aire [68]. Or nous savons que la
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perte d’expression d’un antigéne Aire-dépendant au niveau thymique peut avoir pour
conséquence 1’apparition d’AC ciblant cet antigéne en périphérie (exemple de la mucine-6 ou
de I’'IRBP, interphotoreceptor retinoid-binding protein) [120, 121]. Si on ne peut extrapoler
directement que 1’expression thymique d’un géne sous la dépendance de Aire chez la souris le
soit aussi chez I’homme, cette hypothése reste cependant plausible et mériterait d’étre

vérifiée.

Notre approche immuno-protéomique a également permis de caractériser d’autres
cibles antigéniques tissus-spécifiques dans la PEA1, jusque 1a non connues comme telles. I1
s’agissait de I’amylase pancréatique (cible d’AC d’isotype IgG), de la lipase pancréatique
(cible a la fois d’AC d’isotype IgG et [gM), ainsi que de la pancreatic regenerating protein 1o
(cible d’AC de classe IgM). La découverte de telles cibles pourrait avoir un intérét clinique
potentiel. En effet, les patients souffrant de PEA1 sont fréquemment atteints de malabsorption
trés invalidante [21], pour laquelle plusieurs hypothéses diagnostiques ont été évoquées. Une
atteinte auto-immune des cellules entérochromaffines gastro-intestinales a ét¢ décrite [42,
122]. Par ailleurs, une atteinte auto-immune du pancréas exocrine a aussi €t€ mise en évidence
[123], sans que les cibles antigéniques précises soient définies. La présence d’AC anti-
amylase et anti-lipase pourrait témoigner d’une atteinte auto-immune du pancréas exocrine
dans la PEAI, et constituer ainsi une explication alternative a la malabsorption. Cette
hypothése est d’autant plus séduisante que certains patients sont résistants a I’apport exogene
d’extraits pancréatiques [124, 125]. De plus, chez la souris Aire -/-, I’atteinte du pancréas
exocrine prédomine largement sur I’atteinte endocrine [68], méme chez les souris NOD Aire -
/- [79]. Par ailleurs, la pancreatic regenerating protein 1o (ReglA) est également une protéine
du pancréas exocrine ; elle constitue un facteur de croissance spécifique du pancréas
endocrine, et y joue un role anti-apoptotique sur les cellules p de Langherans [126]. Elle est
par ailleurs impliquée dans la physiopathologie de cancers de I’appareil digestif [127-129]. La
mise en évidence d’une auto-réactivité anti-Regl A dans la PEA1 ou la fréquence du diabéte

de type 1 peut atteindre 10% des patients mérite d’étre soulignée.

Ainsi, la découverte de nouvelles cibles antigéniques tissus-spécifiques (amylase,
lipase, Regl A pancréatiques) ou restreintes a quelques tissus (aldose réductase) dans la PEA1

semble bien d’origine T-dépendante. La présence combinée d’AC d’isotypes a la fois [gM
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et/ou IgG dirigée contre ces cibles est vraisemblablement liée a un processus de commutation
de classe. La réalisation d’une analyse sur prélévements séquentiels permettrait d’évaluer les

modalités d’apparition respective de ces anticorps et leur signification.

Pour compléter notre approche sur la T-dépendance des événements liée aux
mutations du géne AIRE, nous avons exploré I’homéostasie des lymphocytes circulants chez
nos patients (article 1). Nous avons mis en évidence chez 9 patients atteints de PEA1 une
¢lévation du taux moyen de lymphocytes CD4+ et une baisse du taux moyen de lymphocytes
T CD8+ par rapport aux normes €tablies dans une population témoin, se traduisant par une
¢lévation moyenne du ratio CD4/CD8 chez les patients APECED. Ces données sont
conformes aux données antérieures qui retrouvaient une hyperlymphocytose T CD4+ et une
lymphopénie CD8+ par rapport a un groupe témoin [16, 130], ainsi qu’une ¢€lévation du ratio
CD4/CDS8 [16]. Notre travail corrobore donc ces résultats, méme si dans ces 3 études,
I’analyse a été réalisée sur de petits effectifs inférieurs a 20 patients. Or il a ét€ montré que les
populations T CD4+ humaines exprimaient constitutionnellement le geéne AIRE
(contrairement aux cellules T CD8+), et de manic¢re plus marquée aprés une stimulation
antigénique ou par I’IL2 [131]. Par ailleurs, chez la souris Aire-/-, la surexpression de
molécules co-stimulatrices (tel le VCAM-1) a la surface des cellules dendritiques est a
I’origine d’une prolifération lymphocytaire T CD4+ plus importante que chez les souris
Aire+/+ [93]. Enfin et surtout, les cellules effectrices a 1’origine du développement d’infiltrats
inflammatoires dans les tissus sont les cellules CD4+ (polarisées Thl), alors que les cellules T
CD8+ semblent y jouer un réle secondaire) [96]. Ainsi, I’élévation des lymphocytes T CD4+
chez les patients atteints de syndrome APECED pourrait étre la résultante d’anomalies
fonctionnelles intrinséques de ces cellules privées de ’expression de A/RE, d’une altération
de la construction de leur répertoire au niveau thymique, et d’une activation exagérée par des
cellules dendritiques présentant des anomalies au niveau de leurs molécules de surface. La
lymphopénie T CD8+ pourrait étre la conséquence directe de I’augmentation du pool des
cellules T CD4+ (régulation homéostatique ?). Toutefois, il est également probable que les
anomalies d’éducation thymique aient un retentissement sur le répertoire de ces cellules T
CD8+, comme le suggére la description d’une prolifération monoclonale T CD8+ chez I’un de
nos patients (article 1) et dans la littérature [24, 132]. Le lien avec la lymphopénie reste a

éclaircir.
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L’ensemble de ces ¢léments souligne la T-dépendance des événements observés dans
la PEA1. Le défaut d’expression thymique de AIRE a donc de multiples conséquences a la
fois qualitative sur le répertoire T (en particulier celui des cellules T régulatrices [89, 92]),
sur la prolifération de lymphocytes T auto-réactifs en périphérie (parfois de maniére clonale
conduisant des leucémies [24, 132]), et quantitative sur les populations lymphocytaires T.
Les données antérieures de la littérature ainsi que les éléments sus-cités dans notre travail
attestent d’une altération du répertoire B thymo-dépendant, directement liée a ce défaut de
tolérance thymique centrale. Des ¢léments complémentaires obtenus au cours de notre étude

mettent aussi 1’accent sur 1’existence probable d’éveénements T-indépendants.

Ainsi, de manic¢re moins attendue, notre travail a permis de montrer I’existence d’une
auto-réactivité discriminante vis a vis de cibles antigéniques ubiquitaires chez les patients
atteints de PEA1, telles que la péroxiredoxine-2 (ciblée a la fois par des IgG et des IgM), ou la
heat shock cognate 71 kDa protein ou HSP71 (ciblée par des IgM). Nous avons discuté plus

haut du cas, selon nous particulier, de 1’aldose réductase détectée par des IgG.

Il n’y avait jusque 1a eu que trés peu d’antigénes ubiquitaires détectés comme cibles
d’une auto-réactivité spécifique dans la PEA1. Seuls les AC anti-interféron de type 1 [48,
133] ou anti-IL-17 et IL-22 [31, 51] ont été¢ récemment détectés dans le sérum des patients
atteints de ces patients. La présence d’AC anti-cytokines de polarisation Th17 pourrait étre en
lien avec la survenue des candidoses cutanéo-muqueuses observées chez ces patients, comme

vu plus haut.

La peroxiredoxine-2, comme I’HSP71 sont des protéines ubiquitaires impliquées dans
la protection cellulaire contre le stress oxydatif. Ainsi, la peroxiredoxine-2 a une fonction
anti-oxydante, réductrice des peroxydes. Des AC anti-peroxiredoxine ont déja été¢ détectés
dans des maladies auto-immunes systémiques, de type lupus ou autres vascularites
systémiques [134-136]. Il a été évoqué que la peroxiredoxine serait exprimée et relarguée par
les cellules apoptotiques dans ces maladies auto-immunes. De plus la peroxiredoxine est
capable d’activer la sécrétion de nombreuses cytokines, et jouerait donc un rdéle dans
I’induction de processus inflammatoires [135]. L’HSP-71 appartient quant a elle a la famille

des HSP-70. L’HSP-70 a également une fonction protectrice de la cellule contre le stress
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oxydatif, et s’avére augmentée en cas de stress, de situation pathologique a 1’origine d’une
inflammation, de nécrose cellulaire ... Elle se lie alors aux protéines endommagées.
L’expression de ’HSP-70 est ainsi augmentée au cours de certaines maladies auto-immunes
telles que le lupus [137]. Des AC contre cette protéine ont été détectés dans le purpura
thrombopénique auto-immun [138] ou dans les lupus d’expression neuro-psychiatrique [6].
De plus les HSP jouent un role important dans I’immunorégulation. L’HSP70 aurait la
capacité de promouvoir I’auto-immunité in vivo ; elle peut fonctionner comme un signal de
danger endogene, agissant sur les cellules présentatrices d’antigenes (CPA) [139]. Nous
savons en effet que les PRRs (Pattern Recognition Receptors) ont la capacit¢ de les
reconnaitre; ’HSP70 mimerait ainsi la présence de PAMPs (Pathogen-Associated Molecular
patterns) microbiens et entrainerait une réponse inflammatoire du systéme immunitaire inné

[140].

La présence d’AC dirigés contre des antigenes ubiquitaires dans la PEAT n’a été que
rarement rapportée, et a plusieurs explications potentielles. En effet, comme décrit plus haut,
Aire ne commande pas uniquement I’expression d’antigénes ectopiques tissus-spécifiques au
niveau des mTECs. Cette protéine est également responsable de I’expression d’autres
antigénes, beaucoup plus largement distribués, au sein des eTACs, cellules stromales
ganglionnaires ou spléniques [69]. Toutefois ces antigénes ubiquitaires sont principalement
des antigénes impliquant la présentation de I’antigéne ou la communication inter-cellulaire
[69]. Ainsi, la présence de certains AC dirigés contre des cibles plus ubiquitaires pourrait étre
liée a une rupture de tolérance Aire-dépendante en périphérie, au niveau splénique et/ou

ganglionnaire.

Par ailleurs, d’autres arguments plaident pour la T-indépendance de -certains
événements observés dans la PEAT. La présence d’AC discriminants de classe a la fois IgM
ou IgG dirigés contre des cibles ubiquitaires le suggere. Les anomalies du répertoire B T-
indépendant pourraient étre par exemple liées a des signaux inappropriés délivrés par des

PRRs, ou a I'implication d’un certain type de sous-populations lymphocytaires B.

Ainsi, ces signaux inappropriés peuvent étre associés a une anomalie soit de
I’engagement des PRRs, soit des signaux de transduction [141]. Les mutations du géne
CARDY a lorigine d’anomalies de la transduction du signal PRRs sont également

responsables de candidoses [142]. En effet , les glucannes et mannanes, situés a la surface des
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Candida constituent des PAMPs reconnus par les PRRs de la famille des TLRs (Toll-Like
Receptors 2, 4 et 9) ou de celle des CTL (C-Type lectin) [143]. La dectine-1, comme la
dectine-2, appartiennent a cette dernie¢re famille ; elles jouent un rdle primordial dans la
reconnaissance du Candida. Suite a cette reconnaissance est enclenchée la voie de Syk/
CARD?9 [144-146], conduisant a I’activation du NFxB et de la voie des MAP-kinases
(Mitogen Activated Protein) au sein de cellules myéloides. En découle la sécrétion de
cytokines (TNF-a, IL-6, IL-23) qui vont conduire des lymphocytes T naifs a développer un
profil de type Th17 [144, 147]. Ces voies sont ainsi primordiales dans la protection vis a vis
du Candida [49]. Toutefois, le niveau d’expression de ces différents PRRs ne serait pas
modifi¢ dans les cellules dendritiques immatures des patients atteints de PEAT en réponse au
Candida, par rapport au controle [148]. En revanche, les cellules dendritiques issues de
patients souffrant de candidoses (APECED et non APECED) ne parviendraient pas a « down-
réguler » I’expression de I’ARN messager des PRRs en réponse au Candida, contrairement a
des CD de sujets sains [149]. Ce défaut de rétro-contréle négatif traduirait un défaut de
maturation de ces cellules dendritiques, affectant la régulation de I’expression des PRRs en
réponse au Candida; ces anomalies de transduction de signaux PRR pourraient étre
responsables, au moins en partie, des difficultés de ces patients a se défendre vis a vis des
candidoses [148]. Ce défaut de maturation des cellules dendritiques dans la PEAT1 avait déja
¢été souligné par les mémes auteurs, qui avaient montré une hyperactivation de ces cellules en
réponse au Candida, avec hypersécrétion de cytokines (IFN-y, IL-2, TNF-a, IL-13) [150].
Cette hyperactivation des CD pourrait €tre réactionnelle a une altération de la réponse
lymphocytaire T au Candida, en particulier de polarisation Th17. Quoiqu’il en soit, la
présence d’AC anti-HSP 70 pourrait €également, nous 1’avons vu précédemment, plaider pour
des anomalies d’activation des PRRs et donc de I'immunité innée dans la PEA1. Les
anomalies de développement de la lignée iNKT décrits récemment dans la PEA1 sont un

argument supplémentaire pour des anomalies de I’immunité innée dans la PEAT [101].

Enfin, plusieurs arguments permettent d’évoquer aussi I’implication de sous-types
cellulaires B T-indépendants dans la PEA1. Nous avons en effet détecté une augmentation de
la sous-population cellulaire MZB-like chez 4 patients atteints de syndrome APECED, alors
que les cellules B transitionnelles et naives seraient diminuées (données préliminaires). Dans
la littérature, plusieurs arguments sont ¢galement en faveur d’une implication de ce sous-type

cellulaire. En effet, les souris Aire -/- développent des lymphomes de la zone marginale de la

62



rate et des infiltrats lymphocytaires B hépatiques suggérant une activation exagérée de ces
lymphocytes en périphérie [105]. Or les cellules B de la zone marginale (MZB) sont capables
de proliférer de mani¢re T-indépendante. De plus, il existe, chez ces souris Aire -/-, une
augmentation des taux de cytokine BAFF (B cell Activating Factor of the TNF family) qui
contribue a I’activation des lymphocytes B notamment les MZB les rendant plus enclins a la
production d’auto-anticorps et a la présentation d’antigenes [151]. Chez ’homme, 20% des
cellules B matures expriment des auto-anticorps de faible affinité. Durant la lymphopoicse B,
plusieurs points de controle situés a différentes étapes de la maturation permettraient de
reconnaitre et d’¢liminer les cellules B auto-réactives [152]. Un ou plusieurs de ces points de
controle semblent €tre pris a défaut dans certaines pathologies auto-immunes, comme le lupus
[153]. La différenciation des cellules B transitionnelles en cellules B MZB-like s’accompagne
d’un passage par un point de controle responsable d’une chute du nombre de cellules
autoréactives [154]. Un des éléments régulateurs de cette transition entre cellules B immatures
et matures est la cytokine BAFF. En effet, a 1’état physiologique, une compétition s’opérerait
entre cellules auto-réactives et cellules non auto-réactives en fonction de la concentration de
BAFF. L’exces de production de BAFF pourrait étre responsable d’un défaut d’élimination
des cellules B autoréactives et plus particuliecrement des cellules MZB-like. Or, chez les
patients atteints de syndrome APECED, les taux sériques de BAFF sont accrus [151], ce qui
pourrait contribuer a ’activation des cellules B de type MZ, aux dépends des cellules B

naives et transitionnelles.
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PARTIE IV: CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La PEAI1 constitue, par son origine monogénique, un excellent modele pour la
compréhension de 1’auto-immunité spécifique d’organe. Initialement supposée T-dépendante,
cette pathologie apparait beaucoup plus complexe aujourd’hui. Elle semble impliquer d’autres
cellules immunocompétentes de I’immunité innée ou adaptative. Nous avons surtout orienté
nos travaux sur I’analyse des B lymphocytes et sur le répertoire B. Nos résultats sont en

faveur d’une telle hypothése.

Si la présence d’AC vis a vis de nouvelles cibles antigéniques tissus-spécifiques est
un argument supplémentaire qui confirme bien I’existence de perturbations du répertoire B
d’origine T-dépendante, la présence d’AC vis a vis de cibles ubiquitaires plaide en revanche
pour une altération du répertoire B T-indépendant. Ces perturbations touchent a la fois le
répertoire systémique auto-réactif IgG et systémique IgM. A la lumiére de nos premiers
résultats, une activation inappropriée des signaux de danger ou une hyperactivation des sous-
populations lymphocytaires de type MZ-B like peuvent étre suggérées. Dans ce contexte, il
n’est pas exclu que les anomalies T-indépendantes dans la PEAI mises en évidence

impliquent une atteinte de I’immunité naturelle.

A la suite de ce travail, plusieurs perspectives de recherche peuvent étre envisagées,
grace notamment a la mise en place d’un PHRC national sur cette thématique en 2009. Il
ouvre en effet les perspectives d’un recrutement plus large de patients dans cette pathologie
rare, en tentant de rassembler 1’ensemble des cas francais. Nous espérons ainsi confirmer ces
résultats sur une cohorte plus représentative de patients, mais également élargir les axes de

recherche a la fois a visée fondamentale, mais également en vue d’applications cliniques.

A. Poursuite du travail débuté sur les immuno-empreintes
1. Confirmation des résultats d’immuno-empreintes en IgM et IgG

Grace au PHRC national débuté depuis juillet 2009 dans lequel une cinquantaine de
patients est attendue, nous comptons donc poursuivre la réalisation d’immuno-empreintes

IgM et IgG afin de confirmer nos résultats. Nous envisageons surtout la réalisation d’analyses
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séquentielles afin d’estimer la stabilité de ce répertoire dans le temps puisque les patients vont
étre prélevés de maniére annuelle pendant au moins 3 années consécutives. Ceci pourrait
¢galement nous permettre d’évaluer de manicre qualitative I’évolution de I’auto-réactivité 1gG
et IgM respective vis a vis des Ag cibles mis en évidence par la présente analyse, et de mieux
en comprendre la signification. Si ’effectif s’avérait suffisant, nous pourrions également

effectuer une analyse par sous groupes, constitués selon les atteintes cliniques des patients.

2. Poursuite de I’étude de ’autoréactivité parathyroidienne

Nous poursuivrons également 1’analyse des immuno-empreintes qui ont été débutées
sur le tissu parathyroidien. Les cibles de 1’autoréactivité parathyroidienne dans la PEA1 et
dans d’autres hypoparathyroidies autoimmunes sont encore mal connues a 1’exception du
récepteur sensible au calcium et de NALPS. La recherche de nouveaux antigénes candidats
par I’analyse des profils d’autoréactivité IgG et IgM a été initiée, les cibles antigéniques d’une

auto-réactivité spécifique seront caractérisées par les techniques d’immuno-protéomique.

En parall¢le, un projet d’identification des épitopes cibles d’autoréactivité au sein du
récepteur sensible au calcium et de NALPS par puces protéiques (Innobiochips) est mené dans

le cadre du PHRC. Les premiers résultats sont en cours d’interprétation.

3. Etude des profils sérologiques anti-Candida albicans

Les récentes découvertes concernant la participation des mécanismes auto-immuns
impliquant des AC dirigés contre les cytokines de type IL-17 (défaillance des processus de
défense) nous incite a étudier les profils de réactivité sérologique vis-a-vis de différents
antigénes candidosiques chez des patients ayant une candidose, avec ou sans PEA1. Dans
cette perpective, une collaboration avec le laboratoire du Pr Poulain, par I’intermédiaire du Dr

Boualem Sendid (U 799, Physiopathologie des Candidoses) a été engagée.
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B. De Pimmunité humorale a ’homéostasie B

Nous souhaiterions confirmer les données préliminaires concernant les cellules B
naives et transitionnelles, mais aussi les cellules MZB-like qui semblent étre activées dans la
PEA1. Cet état de « priming » pourrait induire une production inappropri¢e d’auto-AC. Chez
ces patients, les taux de BAFF sont également augmentés en comparaison des taux observés
chez les sujets sains. Nous proposons donc de poursuivre des immunophénotypages
lymphocytaires B chez les patients atteints de PEA1, en les comparant a 2 groupes contrdles
appariés pour I’age et le sexe (groupe de PEA2 déja constitué, et cohorte de sujets sains
récemment établie au laboratoire [106]). Conjointement, un dosage de BAFF sérique par test
ELISA sera réalisé a la recherche d’une corrélation entre les taux de BAFF et le nombre de

cellules MZB-like.

Le mode¢le murin Aire-/- constitue une aide précieuse a la compréhension de la PEAT.
Il est envisageable de réaliser une étude séquentielle du répertoire auto-réactif naturel de ces
souris notamment avant et apres D’apparition des signes cliniques et des infiltrats
lymphocytaires. Cette analyse accompagnée de dosages de BAFF et d’immunophénotypages
lymphocytaires B (MZ) permettrait de déterminer si les modifications du répertoire précedent
I’apparition de la pathologie ou y sont associées. Cette approche nécessitera la mise en place
d’une collaboration avec des équipes internationales avec lesquelles des contacts ont déja été

engages.

C. Du laboratoire a la clinique

L’utilisation de protéines recombinantes devrait nous permettre de confirmer la
présence d’une auto-réactivit¢ vis a vis de ces cibles pancréatiques tissus-spécifiques
(amylase, lipase, ReglA) et surrénaliennes (aldose réductase) dans la PEA1. Une
collaboration avec une cellule de biotechnologie associée a 1’Université¢ de Lille 2 est en
cours, pour la réalisation de « micro-arrays » (Innobiochips). Dans un second temps, apres la
validation des antigeénes cibles a valeur diagnostique et/ou pronostique, la mise en place de

tests ELISA nous autoriserait a réaliser cette recherche de maniére plus aisée.
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RESUME
Répertoire B auto-réactif T-dépendant et T-indépendant
dans la Polyendocrinopathie Auto-immune de type 1

La polyendocrinopathie auto-immune de type 1 (PEA1) est liée aux mutations du géne A/RE. En
I’absence de AIRE se développe un défaut de tolérance immune centrale, a 1’origine de pathologies
auto-immunes multiples spécifiques d’organe. Notre objectif était d’évaluer ’effet d’une altération
« exemplaire » du répertoire T sur les empreintes auto-réactives humorales. Les données cliniques et
immunologiques ont été recueillies chez des patients atteints de PEA1, qui ont bénéficié du
séquencage du géne AIRE. Chez ces patients ont été analysés les profils d’auto-réactivité sérique IgG
et IgM vis a vis des tissus pancréatique et surrénalien, en comparaison a des patients atteints d’autres
endocrinopathies auto-immunes, et a des sujets sains. Les bandes antigéniques discriminantes ont été
sélectionnées grace a un test de Chi-2, et une approche immuno-protéomique a permis leur
caractérisation moléculaire. Dix-neuf patients atteints de PEA1 ont pu étre étudiés. Ils présentaient de
1 a 10 manifestations cliniques liées a la maladie. Quatre mutations du géne A/RE différentes ont été
identifiées, et la délétion 13-bp dans I’ exon 8 (c.967-979del13) s’est avérée la plus fréquente. L’étude
en immuno-empreinte a permis d’identifier 6 antigénes préférentiellement reconnus par les patients
atteints de PEA1. Leur caractérisation par approche immuno-protéomique a montré qu’il s’agissait a la
fois d’antigénes tissus-spécifiques (lipase pancréatique reconnue a la fois par les IgM et les IgG,
amylase pancréatique reconnue par les IgG, Regenerating Protein 1 alpha pancréatique ciblée par les
IgM) mais également ubiquitaires (péroxiredoxine-2 reconnue a la fois par les IgG et les IgM, Heat
Shock cognate 71kDa Protein ciblée par les IgM, aldose réductase reconnue par les IgG). Ainsi, une
altération majeure du répertoire T auto-réactif, telle que celle liée aux mutations du géne AIRE, affecte
de maniére importante les réponses humorales auto-réactives dépendantes d’ IgG, mais également d’
IgM. Ces modifications touchent a la fois des antigénes tissu-spécifiques et ubiquitaires, nous faisant
évoquer un réle au moins partiel de AIRE dans des phénoménes T-indépendants et /ou des altérations
de I’immunité naturelle.

Mots clés : AIRE, Polyendocrinopathie auto-immune de type 1, distorsion du répertoire auto-réactif,
Immunoglobulines G et M, T-dépendance, T-indépendance

SUMMARY
Self-reactive B repertoire and Auto-immune Polyendocrine Syndrome type 1

Autoimmune polyendocrine syndrome type 1 (APS1) is caused by mutations in the A/RE gene that
induce central tolerance breakdown which results in tissue-specific autoimmune diseases. Our
objective was to evaluate the effect of a well-defined T cell repertoire impairment on humoral
systemic self-reactive footprints. Clinical and immunological data were collected, and pathological
mutations in the 4/RE gene were identified by DNA sequencing. Comparative serum self-IgG and
self-IgM reactivities, directed towards pancreatic and adrenal protein extracts, of APS1 patients,
patients suffering from other autoimmune endocrinopathies and healthy subjects, were tested using
Western blotting. Discriminant protein bands were selected using the Chi-square test and molecular
characterization of these bands was conducted using a proteomic approach. Nineteen patients were
identified with APS1. Clinical manifestations varied greatly, showing 1 to 10 components. Four
different AIRE gene mutations were identified, and the 13-bp deletion in exon 8 (¢.967-979del13) was
the most prevalent. A singular distortion of seric self-IgG and self-IgM repertoires was noted in APS1
patients. IgG and IgM antibodies recognized significantly one tissue-specific (pancreatic
triacylglycerol lipase) and one ubiquitous antigens (peroxiredoxin-2). IgM recognized one tissue
specific (Pancreatic regenerating protein 1a) and one ubiquitous antigen (Heat Shock cognate 71kDa
Protein). IgG also recognized one tissue-specific (pancreatic amylase) and one ubiquitous antigen
(aldose reductase). As expected, a well-defined self-reactive T cell repertoire impairment affected the
tissue-specific self-IgG repertoire but also self-IgM repertoire. Our study also reveals discriminant
responses against ubiquitous antigens with IgG and IgM antibodies. Some common discriminant
antigenic targets were found for IgG and IgM. All these data suggest that T cell-dependent but also T
cell-independent mechanisms are involved in APS1. The potent involvement of complementary events
related to potent dysfunction in the innate immune response is discussed.

Keywords: AIRE, APS1, self-IgG, self-IgM repertoire distorsion, T- dependence, T-independence
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