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Résumé en Frangais

Le lupus érythémateux systémique (LES) est une maladie auto-immune rare pouvant affecter
divers organes. Le LES apparait habituellement chez I'adulte et moins fréquemment chez les
enfants, ol la pathologie est plus sévere. Certaines formes de LES associées a la mutation d’un
seul géne ont été récemment identifiées, essentiellement dans les LES juvéniles. Une large
cohorte de patients a été constituée sur laquelle des analyses génétiques a grande échelle ont
été réalisées. Un variant de PRKCD a été identifié dans une famille ainsi que des variants de LYN
et de IKZF1 dans une autre famille. Du fait de la rareté des échantillons pédiatriques, il est difficile
d’étudier les conséquences fonctionnelles des variants sélectionnés a partir de matériel humain.
Pour cette raison, nous avons généré plusieurs modeles murins ayant les mémes mutations que
celles retrouvées chez les patients. L'objectif de mes travaux de thése était d’une part de
déterminer |'effet des nouveaux variants sur la fonctionnalité des protéines LYN et IKAROS,
d’étudier le phénotype des modeles murins porteurs de ces mutations et d’autre part de
confirmer le role de la mutation homozygote de PRKCD G510S dans le développement du LES, de
réaliser un immunophénotypage approfondi du modéle murin et de disséquer les mécanismes
moléculaires altérés.

Titre en Anglais

Role of PRKCD, IKZF1 and LYN variants in B cell homeostasis and the development of juvenile
systemic lupus erythematosus

Résumé en Anglais

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a rare autoimmune disease that can affect multiple organs.
SLE usually appears in adults and less frequently in children, where the pathology is more severe.
Some forms of SLE associated with a single gene mutation have been recently identified, primarily
in children. A large-scale genetic analysis was performed in a cohort of pediatric SLE patients. A
variant of PRKCD was identified in one family, as well as mutations of LYN and IKZF1 in another
family. Due to difficulties in accessing pediatric samples, functional studies are challenging. For
this reason, we have generated several mouse models carrying the mutations found in patients.
The goal of my PhD work was, on one hand to determine the effect of new variants on the
functionality of LYN and IKAROS proteins, and on the other hand, to determine the role of the
G510S homozygous mutation of PRKCD in the development of SLE, to dissect the altered
underlying molecular mechanisms.

Discipline
Immunologie
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Mots clés en Anglais
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1 — LE LUPUS ERYTHEMATEUX SYSTEMIQUE: Une maladie chronique auto-

immune

1.1/ Historique

Le lupus aintrigué les populations dés le moyen-age. Le mot "lupus", tiré du latin signifiant
"loup", est mentionné pour la premiére fois dans un récit médiéval datant approximativement
de 855. Il relate la guérison miraculeuse de I'évéque de Liege, Eraclius, apres un pelerinage au
tombeau de Saint-Martin de Tours (Felten et al., 2020 ; Mallavarapu et al., 2007). Dans cet
ouvrage, le lupus est décrit comme une maladie qui "mange la chair", comme le loup. Le terme
"lupus" est utilisé pour parler des ulcérations et nécroses du visage et des membres inférieurs
jusqu’a la moitié du 19 eme siecle. La premiere description concréte du lupus est réalisée par
Laurent Theodore Biett dépeignant le lupus comme étant un érytheme centrifuge rare retrouvé
plus fréqguemment chez les femmes. La notion de maladie systémique est introduite par Moriz
Kaposi en 1872 et rapporte les symptomes comme la fievre, la perte de poids, I'arthrite, I'anémie
et la lymphadénopathie. Les atteintes cardiaques, pulmonaires, rénales et la photosensibilité
furent ajoutées a la description du lupus au début du 20eme siécle (Scofield et al., 2009).

La compréhension de la maladie s’accéléere rapidement les années suivantes. Malcom
Hargraves réalise le premier test in vitro permettant de détecter les "LE cells" pour "Lupus
Erythematosus Cells" (Figure 1). Les "LE cells" sont généralement des macrophages ou
polynucléaires neutrophiles qui ont phagocyté du matériel nucléaire dégradé (Sathiavageesan et
al., 2021). Ce phénomene se produit lorsque le sérum des patients contient des anticorps anti-
nucléaires. Ces auto-anticorps se lient au matériel nucléaire dégradé et causent leur
phagocytose. Cette observation devient alors I'un des premiers biomarqueurs immunologiques
de la maladie (Reeves et al., 2011). La description des "LE cells" fut suivie par I'identification des
anticorps anti-nucléaires et anti-ADN. Ces derniéres observations ont permis de démontrer que
le lupus est un processus auto-immun et ont ouvert la voie sur I'étude de la physiopathologie des
maladies auto-immunes.
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Figure 1 : Phénomeéne des "LE cells", premier marqueur biologique dans le lupus

Les cellules sanguines sont dégradées de maniére a ce qu'elles liberent leur matériel nucléaire.
La présence d'anticorps anti-nucléaires dans I'échantillon induit la phagocytose du matériel
génétique libéré par les phagocytes. Aprés centrifugation, la couche leuco-plaquettaire du
prélevement sanguin est récupérée, déposée sur lame et colorée avec de I'hématoxyline afin
de distinguer les structures cellulaires. On distingue le noyau plurilobé d'un granulocyte
(polynucléaire neutrophile) avec la présence d'un amas de matériel nucléaire dans le
cytoplasme de la cellule ingéré lors de la phagocytose. (Ningombam et al., 2020)

1.2/ Symptomes et épidémiologie

On distingue quatre types de lupus : le lupus érythémateux systémique (LES), le lupus
érythémateux cutané, le lupus néonatal et le lupus induit d’origine médicamenteuse. Ces deux
derniers sont transitoires. Les symptomes disparaissent spontanément dans le cas du lupus
néonatal avec I'élimination progressive des auto-anticorps de la mere (Gryka-Marton et al.,
2021). Dans le lupus induit, ils diminuent progressivement avec I’arrét de la prise du médicament
(He et al., 2018). L'utilisation du terme "lupus" fait habituellement référence au LES. Le lupus
érythémateux cutané se limite aux manifestations cutanées sans aucune autre atteinte. La
maladie peut toutefois évoluer vers des atteintes systémiques par la suite.

Le LES est une maladie auto-immune chronique évoluant par poussées et caractérisé par
un large spectre de manifestations cliniques. Les atteintes peuvent étre cutanées, notamment au
niveau du visage (avec la présence caractéristique du "masque du loup"), rénales, neurologiques,
pulmonaires, cardiaques et articulaires (Figure 2). Afin de mieux identifier la maladie, I’American
College of Rheumatology (ACR) a créé une classification basée sur I'évaluation de plusieurs
critéres clinico-biologiques qui a été récemment mise a jour en 2019 (Tableau 1). La détection
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d’anticorps anti-nucléaires (AAN) a une dilution supérieure ou égale au 1:80 est nécessaire pour
étre éligible aux critéres d’évaluation de I'ACR. Si le patient présente des AAN, des critéres
cliniques (constitutionnel, hématologique, neuropsychiatrique, cutanéo-muqueux, sérologique,
musculosquelettique, rénal) et immunologiques (présence d’anticorps anti-phospholipides,
protéines du complément, anticorps spécifiques au LES) permettent I’établissement d’un score.
Un poids de 2 a 10 est attribué a chaque critere. Si le score du patient est de 10 ou plus, et si au
moins un critére clinique est rempli, la maladie est classée comme un LES (Aringer et al., 2019).

Atteintes neurologiques (50%)
Symptomes constitutionnels et
fievre (70%)

Atteintes cutanées
et des muqueuses
(70%)

Epanchement pleural (40%)

Péricardite et
épanchement (20%)
- Atteintes rénales (30%)

| Atteintes gastro-
llﬁ‘/ intestinales (50%)

Atteintes
hématologiques
(50%)

Arthrite et troubles
musculosquelettiques

Phénomeéne de (85%)

Raynaud (20%)

Figure 2 : Hétérogénéité des symptomes cliniques dans LES

Le diagnostic du LES est souvent long di a la diversité des symptémes pouvant étre retrouvés
chez les patients. La plupart des symptémes pris indépendamment ne sont pas spécifiques au
LES. Des examens biologiques sont nécessaires pour valider le diagnostic au vu de
I'hétérogénéité des symptomes. (Kaul et al., 2016)
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En France, la prévalence de la maladie est de 47 pour 100 000 individus (Arnaud et al.,
2014; Rees et al.,, 2017). Le LES peut se manifester quel que soit I'age mais touche
majoritairement les femmes entre 20 et 40 ans, mettant en avant l'influence de certaines
hormones sur I'activation du systéme immunitaire (Tsokos et al., 2011). On compte 9 femmes
touchées pour 1 homme. Le LES est plus fréquent dans certains groupes ethniques, notamment
chez les personnes d’origines afro-américaines et antillaises. Les LES a début pédiatrique ne
représentent que 8% des cas mais sont souvent plus séveres. Le taux de concordance du LES chez
les jumeaux monozygotes est entre 25 % et 50 % alors qu’il est de 2% chez les jumeaux
dizygotiques, ce qui montre l'influence de la génétique dans le développement du LES
pédiatrique. De plus, le sex-ratio de la maladie chez I'enfant est d’autant plus équilibré que le
début est précoce, ce qui renforce I’'hypothése que les LES a début pédiatrique ont le plus souvent
des causes génétiques indépendantes des hormones. Néanmoins, des facteurs
environnementaux, comme |’exposition aux ultraviolets (UV), le tabagisme et des infections
virales comme le virus Epstein—Barr, sont associés au LES (Barbhaiya et al., 2016 ; Kaul et al.,
2016).
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Constitutionnel: .« 2
e Fievre (>38°(C)
Hématologiques: . 3
e Leucopénie (< 4000/mcL) . 2
e Thrombopénie (numération plaquettaire < 100 000/mcL) .« 2
e Hémolyse auto-immune
Neuropsychiatriques: e 2
o e Confusion e 3
g_ e Psychose e 5
= e Convulsions (généralisées ou partielles/focales)
]
w . ra
£ Signes cutanéomuqueux: . >
g e Alopécie non cicatricielle .« 2
8 e Ulcéres buccaux . 2
e Lupus érythémateux subaigu cutané ou lupus érythémateux discoide . &
e Lupus érythémateux cutané aigu
Séreux:
< ‘ , . . ° 5
e Epanchement pleural ou épanchement péricardique . 6
e  Péricardite aigué
Musculosquelettiques: . 6
e Atteinte articulaire
Rénal: . 2
e  Protéinurie (> 0,5 g/24 heures)
e Che e 8
e Néphrite rénale a biopsie rénale de classe Il ou V . 10
e  Néphrite lupique de biopsie rénale de classe Ill ou IV
o Anticorps antiphospholipides:
g_ e  Anticorps anticardiolipine ou
‘oo e Anticorps anti-glycoprotéine 1 anti-béta2 ou e 2
—g e Anticoagulant lupique
c
S
g Protéines du complément: . 3
= e (3 basouC4bas
() ° 4
= e C3basetC4bas
©
£
8 Anticorps spécifiques du lupus:
e Anticorps anti-dsDNA ou e 6
e  Anticorps Anti-Smith

Tableau 1 : Critéres EULAR/ACR pour la classification du LES
Chaque critere (a gauche) est associé a un score (a droite). (Adapté de Aringer et al., 2019)
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2 — LES FORMES MONOGENIQUES DE LUPUS: Les étudier pour comprendre la

physiopathologie de la maladie

2.1/ Prédispositions génétiques dans le lupus

Les études d'association pangénomique (Genome-Wide Association Study (GWAS)) ont
permis d’identifier plus de 80 loci associés au LES (Bentham et al.,2015; Oparina et al.,2019). Ces
facteurs de susceptibilité n’expliquent cependant que dans une certaine mesure la composante
génétique de la maladie. Ces loci ne représentent que 10 % de I'héritabilité génétique alors
gu’elle est estimée a 66 % dans le lupus. Au contraire, dans certaines formes familiales ou LES a
début pédiatrique, la composante génétique joue un role prédominant puisque la mutation d’un
seul géne peut entrainer le développement de la maladie, il s’agit de lupus dit "monogénique"
(Figure 3) (Manolio et al., 2009).

50.0 Peu d'exemples de
variants communs
e avec un effet majeur
Allgles rares Tl
) causant une e
< maladie e
% 3.0 mendelienne Variants retrouvés h"“-.hm
o en faible fréquence RN
o avecunefft T -
E 15 intermédiaire "“u-,,‘_‘
. Variants communs )
e retrouvés
Variants rares ayant | ... . frequemment dans
un faible effet, hh.""-..,m‘ des maladies
1.1 difficile a identifier
0.001 0.005 0.05 :>

Fréquence des alléles dans la population

Figure 3 : Influence des variants sur la maladie en fonction de leur fréquence et leurs effets
Les études GWAS incluent un grand nombre d'individus et permettent d'identifier les variants
les plus fréquemment retrouvés dans la maladie. Toutefois, a eux seuls, ces variants ont une
influence mineure sur le développement de la maladie. Au contraire, les variants rares dans
la population ont plus de chance d'avoir un effet majeur dans la pathologie. Les variants
d'intéréts et retrouvés fréquemment dans les différentes études se situent entre les lignes en
diagonale. (Adapté de Manolio et al., 2009)
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Environ 25 % des patients avec un LES a début pédiatrique seraient porteurs d’un variant
prédit rare et pathogénique (Belot et al., 2020). Actuellement, environ 30 génes chez 'Homme
et plus de 60 chez la souris ont été associés a des formes monogéniques. Ces variants sont
retrouvés dans la partie de ’ADN codante pour des protéines contrairement a la majorité des
altérations retrouvées en GWAS (Chen et al., 2017). Bien que ces formes mendéliennes de lupus
soient rares, elles permettent de comprendre les mécanismes impliqués dans la pathogenése.

2.2/ Mutations induisant un exces d’autoantigénes

Constamment, de nombreuses cellules meurent dans notre organisme aprés avoir
assumé leurs fonctions. L'apoptose est un programme de mort cellulaire extrémement efficace
évitant a la fois la libération de matériels intracellulaires immunogénes et |'activation des
mécanismes inflammatoires (Poon et al., 2014). Ce processus induit la formation de corps
apoptotiques qui sont éliminés par les phagocytes dit professionnels comme les macrophages,
les monocytes, les cellules dendritiques et les phagocytes non professionnels comme certaines
cellules épithéliales (Boada-Romero et al., 2019). Ce phénomeéne appelé "efferocytose" permet
d’éviter la nécrose des corps apoptotiques, qui libérerait dans I'espace extra-cellulaire des
antigenes intracellulaires pouvant provoquer une réponse auto-immune. L'efferocytose est un
mécanisme complexe finement régulé par de nombreuses molécules. L’altération de I'expression
de certaines de ces molécules, comme celles de la voie du complément et de DNases
extracellulaires, est suffisante pour déréguler ce processus d'efferocytose et conduire au
développement d’un LES.

2.2.1/ Défauts du complément

Le systéeme du complément est essentiel dans I'immunité innée et adaptative. Il constitue
une premiére ligne de défense contre les pathogénes, favorise I'élimination des cellules en
apoptose et des complexes immuns et régule la production de certaines cytokines (Sturfelt et al.,
2012 ; Truedsson et al., 2007). Le complément est composé de plus d’une trentaine de protéines
et peut étre activé par trois voies distinctes (Figure 4) :

e lavoie classique, activée par des molécules retrouvées sur les corps apoptotiques,
les anticorps de type IgG et IgM et les complexes immuns.

e lavoie des lectines activée suite a la reconnaissance de certains carbohydrates de
type mannoses bactériens ou de corps apoptotiques par le mannose binding
lectine (MBL).

30



e La voie alterne activée par des molécules d’origines bactériennes, virales,
parasitaires...

Initiation ~ Recognition Activation Cellular interactions

Pathogen cell

Lectin pa

Host cell

= Activation

» Chemotaxis

« Degranulation

Figure 4 : L'activation du complément et son action sur différents effecteurs

La cascade du complément peut étre activée par différents stimuli a travers trois voies
principales : la voie classique, des lectines et alternative. Chacune de ces voies méne au clivage
et a I'activation du C3, entrainant la génération d’un petit fragment C3a et d’un plus grand
fragment C3b qui peut opsoniser les cellules pathogenes et les IC et se lier au récepteur CR1
sur les cellules hotes. La dégradation de C3b par le facteur de complément | en présence de
cofacteurs (facteur de complément H, MCP et CR1) crée des fragments plus petits, iC3b et C3d,
qui interagissent avec CR3 ou CR4 et CR2, respectivement, qui sont présents principalement
sur les phagocytes et les lymphocytes B. L’activation d’autres voies du complément conduit au
clivage C5 et a la formation du MAC. Le fragment de C5a est un puissant facteur chimiotactique
pour les phagocytes et, comme C3a, est également une anaphylatoxine causant la
dégranulation des mastocytes et des basophiles par les interactions des récepteurs.
B: complement factor B; C3aR: C3a anaphylatoxin chemotactic receptor; C5aR: C5a
anaphylatoxin chemotactic receptor ; CR : complement receptor; D : complement factor D; H :
complement factor H; | : complement factor 1; IC : immune complex; MAC : membrane attack
complex; MASP : mannan-binding lectin serine protease; MBL : mannose-binding lectin; MCP :
membrane cofactor protein; P : properdin. (Sturfelt et al., 2012)
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Ces trois voies ménent a I'activation de la C3 convertase. L’hydrolyse de C3 induit la
formation de I'anaphylatoxine C3a et de C3b. Ce dernier est capable d’opsoniser les éléments
pathogenes, de se fixer aux complexes immuns, d’interagir avec les cellules exprimant le
récepteur CR1 et favorise la formation des C5 convertases. Le C5 est ainsi clivé et méne a la
formation du complexe d’attaque membranaire qui forme un pore dans la cellule cible et favorise
sa lyse.

Des mutations conduisant a des déficits du complément ont été associées au LES
monogénique et plus particulierement les variants touchant les molécules de la voie classique.
Les individus avec un déficit en Clqg, Clr et Cls, impliqués dans la voie classique, ont 90 % de
risque de développer un lupus. Les défauts en C4 et C2 induisent un risque moindre avec
respectivement une prévalence de 75 % et 10 % (Truedsson et al., 2007 ; Belot et al., 2012). Les
déficits en complément mettent en avant le role crucial de ce processus dans la pathogenése du
LES. Le complément joue notamment un role majeur dans I’élimination des complexes immuns
qui peuvent induire, lorsqu’ils sont en excés, une forte inflammation avec des lésions tissulaires
par différents mécanismes. L’opsonisation des antigenes par le C3b réduit la formation des
complexes immuns en bloquant I'acces des sites de reconnaissance des antigénes aux anticorps.
Le fragment C3b se fixe également aux complexes immuns et peut interagir avec des récepteurs
aux compléments comme CR1 (complement receptor 1). C3b est ensuite dégradé pour former
d’autres fragments permettant la liaison des complexes immuns avec des récepteurs du
complément présent notamment sur les phagocytes et induit I'élimination de ces complexes
immuns. Le complément est également primordial pour I"élimination des corps apoptotiques
(Botto et al.,2019). Ils sont reconnus par le Clg et le MBL qui induisent I'activation du
complément et la production de C3b. C3b, par le méme mécanisme décrit ci-dessus, permet
I’élimination de ces corps apoptotiques. De plus, le C1q se lie au CD91 exprimé a la surface des
phagocytes entrainant directement la phagocytose du matériel apoptotique (Duus et al., 2010).
Les molécules du complément possedent également des fonctions immunomodulatrices dont
I'induction de la tolérance et la régulation de la production de cytokines. Les auto-antigénes sont
reconnus par le complément ce qui favorisent I’élimination des lymphocytes auto-réactifs. Un
déficit en complément conduit ainsi a une élimination réduite des lymphocytes auto-réactifs dont
les lymphocytes B (LB) qui produisent des auto-anticorps (Carroll et al., 2000 ; Simoni et al.,2020).
Il a été également montré que Clq est un régulateur de la production de cytokines (Lood et al.,
2009). Clg peut réduire in vitro la production d’interféron de type | (IFN-I) par des cellules
dendritiques plasmacytoides (pDC). En conséquence, une réduction de l'activité de Clq favorise
I'augmentation de I'lFN-I, molécule centrale dans le lupus.
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2.2.2/ Défauts des DNases extracellulaires

Différents processus de mort cellulaire, comme la nécrose, la NETose et I'apoptose,
liberent une quantité importante de composants intracellulaires et nucléaires dans I'espace
extracellulaire. Les DNases extracellulaires, DNasel et DNasell3, sont des enzymes spécialisées
dans la digestion d’ADN libres circulants (Figure 5). DNasel est une endonucléase permettant la
dégradation de la chromatine en fragments de petites tailles (Baranovskii et al., 2005). DNase1lL3
contient une partie C-terminale chargée positivement lui conférant la capacité d’éliminer ’ADN
contenu dans les microparticules libérées suite a I'apoptose (Napirei et al., 2009). Ces enzymes
jouent donc un réle primordial dans I'élimination des composants intracellulaires relargués dans
I’espace extracellulaire. Un défaut de ces DNases mene a I'accumulation de ces composants dont
du matériel nucléaire. Normalement, les cellules du systéme immunitaire ne rencontrent pas les
antigénes intracellulaires ; qui sont alors reconnus comme "étrangers". Cela conduit a I'activation
des lymphocytes auto-réactifs et induit une rupture de la tolérance.

Cellule en

apoptose

Cellule en
NETose

Cellule en
nécrose

O O

DNase1l DNase1L3

Figure 5 : Elimination des microparticules et de I’ADN circulants dans I’espace
extracellulaire par DNasel et DNasell3

Lors de I'apoptose, des corps apoptotiques et des microparticules se forment tandis que lors
de la nécrose, la membrane cellulaire se brise et le contenu intracellulaire est libéré dans
I’espace extracellulaire. Dans le cas de la NETose, les neutrophiles relachent un réseau de
protéines et d’ADN afin de piéger un pathogene cible. Ces différents processus conduisent a
la présence de matériel nucléaire dans le milieu extracellulaire avec une forte capacité
antigénique nécessitant sa dégradation par des enzymes comme DNasel et DNasell3.
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De maniére intéressante, une baisse de I'activité de ces enzymes est retrouvée chez les
patients avec un LES (Chitrabamrung et al., 1981 ; Hartl et al., 2021). De plus, plusieurs mutations
altérant I'expression ou l'activité de certaines DNases ont été retrouvées dans des formes
familiales de lupus (Carbonella et al., 2017 ; Yasutomo et al., 2001 ; Tusseau et al., 2022). Des
variants de DNASE1L3 ont également été retrouvés chez des patients avec une vascularite
urticarienne hypocomplémentémique. D’ailleurs, les modeles murins déficients pour Dnasel et
Dnasell3 développent un phénotype auto-immun avec des auto-anticorps, une splénomégalie
et une glomérulonéphrite (Napirei et al., 2004 ; Sisirak et al., 2016). En effet, un déficit en
DNasel/Dnasell3 induit une accumulation de composants intracellulaires dont du matériel
nucléaire, conduisant a l'activation de LB auto-réactifs et méne a une rupture de la tolérance.

2.3/ Mutations induisant une production anormale d’interféron de type |

L'IFN-1 appartient a la famille des protéines interférons qui ont un rdle central dans
I'activation du systéme immunitaire. L'IFN-I regroupe I'lFN-a composé de 13 sous-types, I'IFN-f3
et également I'IFNw, IFNg, IFNK qui sont moins étudiés. Ces derniers ont une action limitée a
certains organes contrairement a I'IFN-a et I'lFN-B que I'on retrouve de maniére quasiment
ubiquitaire dans I'organisme. Une grande partie des cellules peut produire de I'IFN-I mais les
cellules dendritiques plasmacytoides sont les plus puissantes productrices d’IFN-I puisqu’elles
peuvent en produire jusqu’a 100 fois plus en moyenne comparé aux autres cellules (Fitzgerald-
Bocarsly et al., 2008). Afin de détecter les pathogenes tels que les bactéries et les virus, le
systeme immunitaire est équipé de récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires
(Pattern recognition receptor (PRR)) (Figure 6). Ils sont principalement exprimés par les cellules
présentatrices d’antigenes (CPA) telles que les cellules dendritiques et les macrophages, mais ils
sont également trouvés dans d’autres cellules immunitaires et non immunitaires. Les PRR
peuvent étre classés en cing familles :

e les récepteurs de type Toll (Toll-like receptor (TLR)) composés de TLR1/2/4/5/6
reconnaissant les lipides, les lipoprotéines, les glycoprotéines, les
lipopolysacharides etc. d’origines virales, bactériennes et fongiques et des
TLR3/7/8/9 reconnaissant I’ARN double brin (ARNdb), I'ARN simple brin (ARNsb)
et I’ADN CpG non méthylé d’origine étrangere.

e les récepteurs de lectine de type C (C-type lectin receptor (CLR)) reconnaissant
principalement des composants fongiques.

e les récepteurs de type NOD (Nucleotide Oligomerization Domain like receptors
(NLR)) reconnaissant principalement des composants bactériens.
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e les récepteurs de type RIG-I (Retinoic acid-Inducible gene-I-like receptor (RLR))
contenant RIG-I (Retinoic acid-inducible gene I), MDAS5 (Melanoma differentiation-
associated protein 5) et LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2) spécialisés
dans la reconnaissance d’ARN simple et double brins.

e L'enzyme cGAS (Cyclic GMP-AMP synthase), un senseur d'ADN cytosolique.

LPS Flageline ARNdb ARNsb ADN CpG ADN

o A

Recepteurs de

S TLR1/2/6 TLR4 TLR5
Récepteurs NOD TLR3
intracellulaires CLR NOD RIG-I TLRY TLRO CGAS

Figure 6 : Reconnaissance des PAMP par les PRR

Chaqgue PRR reconnait un ou plusieurs motifs moléculaires, généralement par interaction
directe avec des molécules du pathogene. PG : Peptidoglycane, LP : Lipoprotéine, LPS :
Lipopolysaccharide.

Les mécanismes de défense antivirale dépendent majoritairement des motifs nucléiques
et impliquent donc principalement les TLR3/7/8/9, les récepteurs de type RIG-I et cGAS. La
stimulation de ces récepteurs par les PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) ou les
DAMPs (damage-associated molecular patterns) active différents adaptateurs comme TRIF (T/R-
domain-containing adapter-inducing interferon-B) pour TLR3, MYD88 pour TLR7, TLR8 et TLR9,
MAVS (mitochondrial antiviral signaling protein) dans le cas des RLR et STING (Stimulator of
Interferon Genes) dans le cas de cGAS. Différentes voies de signalisation sont induites suite a la
reconnaissance des PAMPs et ménent a I'activation de facteurs de transcription de type IRF
(IFN regulatory factors) entrainant la production d’IFN-I. La liaison de I'IFN-I aux récepteurs
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IFNAR (interferon-a/8 receptor) stimule la voie JAK-STAT (JAnus Kinase - Signal Transducer and
Activator of Transcription proteins) et induit la transcription de nombreux ISGs (/Interferon
Stimulated Genes). L'expression de ces génes permet de limiter la réplication du virus et adapte
le systéme immunitaire a une réponse antivirale.

La réponse interféron est essentielle pour réaliser une réponse efficace face aux virus.
Toutefois, une production excessive de I'IFN-I peut devenir pathologique. Les mutations
conduisant a une surproduction d’IFN-I ont donné naissance au concept d’interferonopathie.
Dans le cas du LES, un niveau élevé d’IFN-| est retrouvé chez une grande partie des patients
notamment chez les enfants. De plus, le développement d’un lupus induit aprés la prise d’IFN
recombinant dans le cadre d’un traitement contre des tumeurs malignes ou I’'hépatite C, souligne
le role primordial de I'IFN-I dans le LES (Ho et al., 2008 ; Niewold et al., 2008).

2.3.1/ Le syndrome d’Aicardi-Goutiéeres

Le syndrome d’Aicardi-Goutieres (SAG) est une encéphalopathie d’origine génétique,
ressemblant a une infection virale congénitale, affectant les jeunes enfants et pouvant causer un
handicap mental et physique sévére. Les patients ont un niveau élevé d'IFN-I dans le sang et dans
le liquide cérébro-spinal. Le SAG est également associé au LES par la présence chez ces patients
de signes spécifiques comme des anticorps anti-nucléaires, d’arthrite, d’ anomalies
hématologiques comme la thrombocytopénie et la leucocytopénie. En effet, certains patients
avec le SAG remplissent les critéres de I’ACR concernant le diagnostic de lupus (Ramantani et al.,
2010). Le LES et le SAG font partie d’'un méme spectre de maladies puisque des patients ayant
une mutation sur un méme géne peuvent avoir un phénotype clinique différent tendant plutét
vers un LES ou un SAG (Rodero et al., 2016). Plusieurs mutations causant un exces de production
d’IFN-I ont été identifiées dans les SAG et peuvent étre classées selon les mécanismes impactés
comme :

e les défauts menant a une accumulation d’acides nucléiques endogénes.

TREX1 (Three Prime Repair Exonuclease 1) code une exonucléase dégradant I’ADN simple et
double brin du cytoplasme. Un déficit de TREX1 cause une accumulation d’acides nucléiques
et particulierement d’ADN provenant de rétroélements (Chowdhury et al., 2006 ; Stetson et
al., 2008). Ces acides nucléiques induisent une activation anormale de la voie cGAS-STING
menant a une production d’IFN-I élevée. Environ 25 % des patients avec un SAG sont porteurs
d’une mutation dans le géne TREX1 et une majorité présentent des caractéristiques du LES.
De maniére intéressante, des mutations du gene codant pour DNase Il, une endonucléase
lysosomale impliquée dans la dégradation d’acides nucléiques provenant de la phagocytose
notamment des corps apoptotiques, ont été identifiées chez plusieurs familles avec
symptomes inflammatoires et auto-immuns (Rodero et al., 2017). SAMHD1 (SAM domain and
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HD domain-containing protein 1) est une triphosphohydrolase métabolisant les dNTP lors de
la réplication de I’ADN et lors de la réplication virale, permettant de réguler le stock de dNTPs
disponible dans la cellule. Un déficit en SAMHD1 promeut I'augmentation inappropriée de la
synthése de I’ADN (Beloglazova et al., 2013). De plus, SAMHD1 posséde une activité
exonucléase ciblant I’ADN et I’ARN simple brin. Des mutations de SAMHD1 sont retrouvées
chez approximativement 13 % des patients atteints du SAG. La ribonucléase H2 (RNase H2)
codée par RNASEH2A, RNASEH2B et RNASEH2C dégrade les complexes d’ARN:ADN pouvant
se former lors de la réplication de I’ADN. L'altération de RNASEH2 conduit a une hausse de
I'activité de la voie de signalisation cGAS-STING et des récepteurs reconnaissant I’ARN
(Mackenzie et al., 2016). Les variants induisant un défaut dans les genes codants pour la
RNASEH2 sont retrouvés chez la moitié des patients avec un SAG (Crow et al., 2015). On
notera également que des variants de POLA1, codant pour une sous-unité catalytique de
I’ADN polymérase-a nécessaire pour la synthése des hybrides ARN : ADN, sont mis en cause
dans le développement de la pigmentation réticulée liée au chromosome X (Starokadomskyy
et al., 2016). Cette pathologie a de fortes similarités avec le SAG, d’une part avec les
symptoémes auto-immuns des patients et d’autre part via la surproduction d’IFN-I découlant
des mutations de POLA1. Enfin, ADAR1 (Adenosine deaminase acting on RNA1) est une
enzyme modifiant I’ARN, catalysant la désamination de I'adénosine en inosine de I’ARN
double brin. De ce fait, ADAR1 modifie ’ARN afin d’éviter sa reconnaissance par les senseurs
d’ARN comme MDAS. L’absence d’activité de ADAR1 résulte en une accumulation d’ARN non
modifié et potentiellement reconnaissable. D’apres les données actuelles, 7% des patients
avec un SAG sont porteurs de mutations dans le gene ADARL.

les mutations menant a l'activation constitutive des voies de signalisation de I'IFN-I ou a
une sensibilité accrue aux ligands d’acides nucléiques cytosoliques.

La stimulation du récepteur de type RIG-I, codé par DDX58 (DExD/H-Box Helicase 58), ou
MDAGS, codé par IFIH1 (Interferon Induced With Helicase C Domain 1), induit une cascade de
signalisation menant a la production d’IFN-I. Des variants gain de fonction de DDX58 et de
IFIH1, induisant une activité constante de cette voie de signalisation, sont associés au SAG et
au LES. En conséquence, les patients porteurs de ces variants présentent d’un taux élevé
d’IFN-1 (Jang et al., 2014). La protéine SKIV2L participe également a I'activation du récepteur
RIG-I. Il s’agit d’'une hélicase retrouvée dans I'exosome d’ARN cytosolique (Eckard et al.,
2014). Une perte de fonction de SKIV2L augmente l'activité des RLRs et induit une forte
signature interféron chez les patients porteurs de ces variants.

les défauts de protéines régulatrices de I'lFN-I.

ISG15 et USP18 (Ubiquitin specific peptidase 18) sont deux ISGs. ISG15 joue a la fois le réle de
cytokine, en favorisant la production IFN-y des lymphocytes T (LT) et des cellules Natural Killer
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(NK). C' est également une protéine clé dans la réponse anti-virale par son activité
d’ISGylation (Villarroya-Beltri et al., 2017 ; Martin-Fernandez et al., 2020 ). Un déficit en ISG15
cause un défaut de production d’IFN-y et entraine une susceptibilité élevée aux infections
notamment aux mycobactéries. De plus, le manque d’ISG15 conduit a une diminution de
USP18, un régulateur négatif puissant du récepteur d’IFN-I, et se traduit par la signalisation
continue de la voie JAK-STAT et par des niveaux d’expressions d’ISGs anormalement élevés.
Des mutations de USP18 ont également été identifiées et causent le Pseudo TORCH syndrome
similaire au SAG. USP18 joue un rble de régulateur négatif de la voie IFN-I en se liant a la
sous-unité IFNAR2 du récepteur a I'lFN-I, empéchant ainsi 'interaction entre JAK et IFNAR
(Meuwissen et al., 2016).
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Figure 7 : Protéines dérégulées induisant des interferonopathies

Les altérations génétiques conduisant a des pathologies considérées comme  des
interféropathies monogéniques sont représentées par des boites bleues. Ce schéma
représente les principaux mécanismes cellulaires possibles entrainant une activation
soutenue de la voie de signalisation I'interféron causée par : (1) les défauts menant a une
accumulation d’acides nucléiques endogénes (TREX1, SAMHDI1, RNASEH2A, RNASEH2B,
RNASEH2C, POLA1, ADAR1, SKIV2L), (2) les mutations menant a I'activation constitutive des
voies de signalisation de I'lIFN-I/sensibilité accrue aux ligands d’acides nucléiques cytosoliques
(MDAS5, RIG-I, STING, COPA), (3) les mutations de perte de fonction dans les molécules
responsables de la limitation du récepteur de l'interféron (IFNAR1/2) conduisant a une
production non controlée d’ISGs (ISG15 et USP18), (4) un dysfonctionnement du protéasome
conduisant a une signalisation accrue d’interféron par un mécanisme inconnu (PSMA3, PSMB4
et PSMB8) et (5) les mutations de ACP5 causant une perte de fonction de TRAP dont le
mécanisme d’action n’est pas encore clairement élucidé. (Rodero et al., 2016)
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2.3.2/ Vasculopathie de I’enfant associée a STING

La protéine STING a un ro6le essentiel dans la réponse interféron de type I. La
reconnaissance de I’ADN double brin dans le cytoplasme par cGAS induit la synthese de cGAMP
(Cyclic GMP-AMP). Ce second messager est reconnu par ’homodimere formé par STING. Sous
cette forme active, STING déclenche la phosphorylation de IRF3 par TBK1 (TANK-binding kinase
1) et meéne a la transcription de I'IFN-I. Les patients souffrant de vasculopathie de I'enfant
associée a STING (STING-associated vasculopathy with onset in infancy (SAVI)) sont porteurs de
mutations gain de fonction avec effet dominant causant une activation constitutive de STING
(Wang et al., 2021). La voie de signalisation associée a STING présente un niveau d’activité
anormalement élevée conduisant a une production excessive d’IFN-I. Le SAVI se caractérise par
une inflammation systémique néo-natale, une vasculopathie cutanée menant a des lésions aux
niveaux des extrémités et une pneumopathie interstitielle. La forte réponse interféron chez ces
patients conduit a I'expression de génes associés a l'inflammation, I'apoptose, I'adhésion
cellulaire et la coagulation notamment dans les cellules endothéliales. Les altérations de ces
cellules jouent un réle prédominant dans le SAVI au vu des atteintes vasculaires observées chez
les patients. Au cours de ces 40 dernieres années, seulement une cinquantaine de cas de SAVI a
été rapportée dans la littérature.

2.3.3/ Le syndrome de COPA

Les symptomes observés dans le SAVI sont proches du syndrome de COPA. Cette
pathologie se caractérise par une pneumopathie interstitielle pouvant étre accompagnée d’une
hémorragie pulmonaire, d’arthrite et dans certains cas d’une atteinte rénale. La pénétrance est
incompléte dans le syndrome de COPA (autour de 60%) puisque I'on retrouve des formes
asymptomatiques jusqu’a des atteintes les plus graves, y compris au sein d’'une méme famille. La
protéine COPA est une sous-unité du coatamére COP | (coat protein) impliquée dans le transport
rétrograde de protéines dans des vésicules allant de |'appareil de golgi au réticulum
endoplasmique (Frémond et al.,, 2021). Chez les individus sains, la reconnaissance d’acides
nucléiques par cGAS méne a la liaison de cGAMP a STING au niveau de la membrane du réticulum
endoplasmique. La protéine STING est alors transportée vers I'appareil de golgi par des vésicules
COP I, phosphoryle TBK1 et conduit a la production d’IFN-I. STING est ensuite dégradé par les
autophagosomes afin d’éviter une production excessive d’IFN-I ou retourne dans le réticulum
endoplasmique par le coatamere COP I. La sous-unité COPA reconnait les protéines cargo et
permet le recrutement de STING aux vésicules COP |. Dans le syndrome de COPA, la protéine est
mutée dans le domaine WD40 permettant la reconnaissance des protéines cargo. En
conséquence, le rapatriement de STING vers le réticulum endoplasmique est bloqué et la
protéine sous sa forme active se maintient dans I'appareil de golgi provoquant une stimulation
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continue de la voie de I'lIFN I. De plus, la réduction du transport rétrograde des protéines oblige
les cellules a augmenter la traduction de nouvelles protéines pour compenser ce défaut et cause
alors un stress du réticulum endoplasmique. Un stress cellulaire important mene a une cascade
de réponses de la part de la cellule, qui si elles sont insuffisantes, conduisent a 'apoptose de la
cellule.

2.3.4/ Les syndromes auto-inflammatoires liés au protéasome

Les syndromes auto-inflammatoires liés au protéasome ou PRAAS (proteasome-
associated autoinflammatory syndromes) regroupent plusieurs pathologies auto-inflammatoires
définies par des atteintes cutanées, une lipodystrophie, une atrophie musculaire, des poussées
inflammatoires récurrentes accompagnées d’'un déficit immunitaire, de la présence d’auto-
anticorps et d’un niveau élevé d’IFN-I. Les PRAAS font référence aux pathologies causées par des
mutations perte de fonction, récessives ou digéniques, touchant les sous-unités ou les protéines
chaperonnes associées au protéasome (Crow et al., 2021).

Le protéasome constitue un complexe enzymatique essentiel au maintien de
I’'homéostasie cellulaire. Il catalyse la dégradation non-lysosomale des protéines ubiquitinylées.
Toutes les cellules eucaryotes sont dotées du protéasome 26S constitué d’un coeur catalytique
20S et de deux sous-unités régulatrices 19S. Le complexe 20S est constitué de sous-unités al a
a7 et B1 a B7. Les cellules immunitaires et les cellules répondant a I'interféron-y possedent les
unités B1i (codé par PSMB9), B2i (codé par PSMB10) et B5i (codé par PSMB8) qui possedent une
activité protéase et forment I'immunoprotéasome. Les mutations associées aux PRAAS sont
retrouvées notamment dans les génes codant pour I'immunoprotéasome, pour les sous-unités
a3 (PSMA3) et B7 (PSMB4) et pour des protéines chaperonnes associées au protéasome
essentielles a son assemblage (POMP et PSMG?2). La perte d’activité du protéasome associée a
ces mutations est a I'origine d’une accumulation de protéines ubiquitinylées qui active la réponse
UPR (Unfolded Protein Response). L’activation de maniére continue de la réponse UPR pourrait
induire une réponse inflammatoire sans la présence de pathogene (Ebstein et al., 2019).
Toutefois, les mécanismes précis reliant les défauts du protéasome a la production excessive
d’IFN-I sont encore a élucider.

2.3.5/ Dysplasie spondylo-enchondrale

Les mutations de ACP5 codant pour la phosphatase acide tartrate-résistante (TRAP) sont
responsables de la dysplasie spondylo-enchondrale (SPENCD). Cette pathologie se transmet de
facon autosomique récessive et se caractérise par des anomalies osseuses (dysplasie osseuse,
retard de croissance...), neurologiques et par la présence de symptomes semblables au LES. Les
patients avec un SPENCD présentent une perte d’expression de TRAP (Briggs et al., 2016).

41



L'absence de cette phosphatase cause un niveau anormalement élevé de |'ostéopontine
phosphorylée. Sous cette forme, 'ostéopontine provoque une réduction de l'activité des
ostéoclastes résultant en un épaississement osseux et des lésions plus ou moins sévéres.
L'ostéopontine est également impliquée dans la production de I'lIFN-I par les pDC. En I'absence
de TRAP, l'ostéopontine phosphorylée se lie avec TLR9 menant a I'activation de la voie de
signalisation en aval du TLR9 et une production d’IFN-I anormalement élevée. Bien que le role de
régulateur négatif de TRAP sur l'ostéopontine semble essentiel dans cette pathologie, les
mécanismes moléculaires précis menant au SPENCD restent encore mal compris et n’expliquent
pas la variabilité phénotypique observée chez les patients.

2.4/ Mutations induisant une hypersensibilité aux cytokines pro-inflammatoires

Les patients avec un LES présentent des niveaux de cytokines pro-inflammatoires
anormalement élevés. Ces dérégulations altérent I'homéostasie du systeme immunitaire et
causent une inflammation systémique chronique nocive pour I'organisme. La plupart de ces
cytokines exercent leurs fonctions biologiques en transitant par la voie JAK/STAT (Figure 8). Les
JAK sont des tyrosines kinases intracellulaires regroupant quatre protéines : JAK-1, -2, -3 et TYK-
2. Les facteurs de transcription STAT sont composés de sept membres : STAT-1, -2, -3, -4, -5A, -
5B, -6 et sont les cibles des JAK. La phosphorylation des STAT entraine leur dimérisation et leur
migration dans le noyau afin de jouer leur role de facteur de transcription. Selon les différents
ligands et récepteurs stimulés, de multiples combinaisons de JAK et STAT peuvent étre activées
et induire un panel de réponses cellulaires a la fois complexes et variées. La régulation fine de
cette voie de signalisation entraine une réponse cellulaire appropriée par rapport aux signaux
intégrés.

La protéine SOCS1 (suppressor of cytokine signaling protein 1) participe au contrdle de
I’activation de la voie JAK/STAT. Sa liaison a JAK-1 et JAK-2 empéche I'accés des substrats de la
kinase a la poche catalytique. Des variants hétérozygotes de SOCS1 provoquant une
haploinsuffisance dominante ont été retrouvés chez plusieurs patients avec des symptomes
auto-immuns et une lymphoprolifération (Hadjadj et al., 2020). Ces mutations causent une
hypersensibilité des cellules en réponse aux cytokines induisant la voie JAK/STAT et provoquent
un défaut de ’homéostasie de nombreuses cellules immunitaires dont les LT. Ces lymphocytes T
présentent un exces de prolifération en réponse a I'lL-2 et on observe également une diminution
des LT régulateurs (LTreg). Bien que SOCS1 soit impliqué dans la régulation de différentes cellules
immunitaires, cette protéine semble jouer un réle spécifique dans les LT permettant d’éviter une
rupture de tolérance.

42



IL-2, 14, IL-7, -1 IFMNa, Ma IL-10, [1-14, EPQ, TP G-C5F, -6, 1L-11,
IL-9, IL-1% angd |FN|‘ and activated =20, 11-22 GM-CSF, CH, leptin, IL-13, O5M
and IL-21 IL-23 IFMy receptorn and IL-26 IL-3 and 11-5 and LIF

(@ (@ @)

@ @uailfrvia® @ucififma® (nf [ @) Lﬁlﬁ_ﬂ@ LI
@ @ NG

k2@ ;E\imm k@
Trkz
| e

U

() STATL) (@ stars) (¥) 5TATL) STAT3 | (¥) STATI)
g - = Cytoplasm =
() STAT3 [Q‘r STAT4) ) sTat2) @ STATS () 5TAT3)
kg:)“ STATS () STAT3) (Y) 5TATG
@ STATE) [ STAT @) [ STAT 8., [STAT @) [ STAT '.8., [ STAT '.8., [STAT @)
g STATE_; (L) sTaT ) e 5TAT¥ E‘L STAT | () sTaT ) L) STATE/
- & # o s I , - ", Fa
+ T cell # Teell * Antiviral * Anti- * Haematopoiesis + T cell
proliferation differentiation * Inflammation inflammatory || * Growth proliferation
and surdval * Lymphocyte | * Antimycobacterial # Lpithelial = Anabaolic and sunival
* T cell memory — effector - - barrier function | metabolism = T cell memary
= | regulatory | function | * B cell activation - - = | regulatory
cell function - - r cell function
. * Beell function | — = Wound healing
_ [ STAT il = B cell function |
—_— . 1 —_— b
L % A
&0 sTAT
Mucleus B

Figure 8 : Les différentes voies d’activations des protéines JAK/STAT

Les effets biologiques de plus de 50 cytokines et facteurs de croissance sont médiés par les
voies JAK-STAT. Lors de la liaison d’un ligand a son récepteur, les protéines de la famille des
JAK, composées de JAK1, JAK2, JAK3 et de la tyrosine kinase 2 (TYK2), s’autophosphorylent
et/ou phosphorylent d’autres JAK ainsi que certains résidus du récepteur. L’activation de JAK
entraine des changements conformationnels qui aménent les JAK associés a chaque sous-
unité réceptrice a proximité les unes des autres, déclenchant une série d’événements de
phosphorylation subséquents qui aboutissent finalement a la dimérisation et I’activation des
protéines STAT. Selon le ligand et le récepteur, différentes combinaisons de JAK et de STAT
sont activées avec un haut degré de spécificité. Les STAT en hétéro- ou homo-dimeres migrent
ensuite dans le noyau et régulent la transcription de génes conduisant a la modulation des
processus immunologiques fondamentaux, y compris la survie, la prolifération et la
différenciation des LT, des fonctions antivirales, le métabolisme ... (boites vertes). (Salas et al.,
2020)

Des mutations gain de fonction dans d’autres génes de la voie JAK/STAT induisant des
manifestations auto-immunes ont été retrouvées dans les genes STAT3 et STAT1. Le phénotype
clinique observé chez la majorité des patients porteurs de variants gain de fonction de STAT3 est
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proche de celui observé dans I’haploinsuffisance de SOCS1 avec une lymphoprolifération et une
symptomatologie auto-immune (Flanagan et al., 2014 ; Milner et al., 2015). L’hypersensibilité aux
cytokines causée par ces mutations provoque également une réduction du nombre de LTreg et
pourrait expliquer en partie le phénotype auto-immun chez ces patients. Les mutations
hétérozygotes gain de fonction de STAT1 sont davantage associées a une immunodéficience se
traduisant par des infections fongiques, bactériennes, virales, etc. récurrentes. De maniere
intéressante, 37 % des patients avec des mutations gain de fonction de STAT1 présentent des
manifestations auto-immunes dont 2 % qui sont diagnostiqués avec un LES (Toubiana et al.,
2016).

La découverte de ces nouveaux variants de la voie JAK-STAT met en avant I'importance
capitale de la régulation de ces cytokines et met en lumiére une nouvelle voie causale de LES qui
est I’hypersensibilité aux cytokines pro-inflammatoires. Les traitements personnalisés inhibant
des composants de la voie JAK/STAT ont montré des premiers résultats fortement encourageants
et ouvrent la voie a I'élargissement de la médecine personnalisée dans le LES (Hadjadj et al.,
2020).

2.5/ Mutations induisant un défaut de tolérance

2.5.1/ Le syndrome lymphoprolifératif auto-immun

Le LES, comme toutes les maladies auto-immunes, se caractérise par une rupture de la
tolérance. Lors du développement des lymphocytes T et B, une certaine proportion du répertoire
immun a la capacité de reconnaitre le soi. Une majorité de ces cellules auto-réactives est éliminée
notamment par le mécanisme d’apoptose. Des mutations dans la voie de signalisation FAS ont
été identifiées dans le syndrome lymphoprolifératif auto-immun (SLAI ou ALPS pour auto-
immune lymphoproliferative syndrome). Les défauts d’apoptose de la voie FAS entrainent une
lymphoprolifération non-maligne et non-infectieuse associée a des manifestations auto-
immunes. Le tableau clinique du SLAI est trés hétérogéne mais I'on retrouve fréquemment une
splénomégalie, une lymphadénopathie, une cytopénie auto-immune et au niveau biologique,
une augmentation des LT CD4- CD8- dit double négatives. Les patients présentent également un
risque accru de développer un lymphome au cours de leur vie.

Aprés avoir reconnu son ligand FASL, le récepteur FAS forme un multi-complexe protéique
comprenant la caspase 8 et 10 (Rieux-Laucat et al., 2017). L’activation des caspases entraine la
mise en route d’une cascade de signalisation par l'intermédiaire d’autres caspases menant a
I'apoptose de la cellule. Ce mécanisme est primordial afin de maintenir I’"homéostasie
lymphocytaire aprés 'activation des cellules et pour éliminer les lymphocytes auto-réactifs. En
effet, I'activation d’'un lymphocyte T par un antigéne promeut la production de FASL. Sa
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reconnaissance par le récepteur FAS induit I'apoptose soit des cellules auto-réactives soit des
cellules en phase de contraction apres leur expansion clonale. Dans le SLAI, un défaut de cette
voie de signalisation entraine une expansion des lymphocytes, dont les cellules auto-réactives
expliquant ainsi les manifestations auto-immunes. Actuellement, des variants ont été identifiés
dans cette voie de signalisation chez 2/3 des patients (Shah et al., 2014). Des mutations
germinales de FAS sont retrouvées dans 72 % des cas de SLAI. De maniére intéressante, des
mutations somatiques principalement dans les LT doubles négatifs ont été identifiées et causent
un phénotype clinique semblable aux formes germinales (Dowdell et al., 2010 ; Martinez-Feito et
al., 2015). D’autres défauts de protéines de la voie FAS sont impliqués dans le développement de
la maladie dont des mutations dans les genes codant pour FASL et la caspase 10 chez environ 2 %
des patients. Actuellement, les altérations génétiques chez une partie des patients n’ont pas été
trouvées. Leurs identifications permettraient de faciliter le diagnostic de ses patients et
d’améliorer la compréhension sur la pathogénése de la maladie.

2.5.2/ Les RASopathies

Les RASopathies rassemblent des pathologies caractérisées par des mutations dans la
voie RAS/MAPK (rat sarcoma virus/ mitogen-activated protein kinases). Ces pathologies, dont la
plus connue est le syndrome de Noonan, sont définies par une petite taille, une dysmorphie
faciale, des troubles cardiaques, neurologiques et immunologiques. Méme si les RASopathies
partagent un socle commun de symptémes, chaque syndrome possede des caractéristiques
particuliéres. Les RASopathies sont également associées a des manifestations auto-immunes
puisqu’une étude a montré la présence d’auto-anticorps chez 52 % des patients (Bader-Meunier
et al., 2013). D’ailleurs, certains ont été diagnostiqués pour une RASopathie associée a un LES et
mettent ainsi en avant le réle de cette signalisation dans le processus de développement d’un
LES.

La voie de signalisation RAS/MAPK transduit de multiples signaux extracellulaires
impliqués dans des processus comme la prolifération, la différenciation et la survie. Suite a la
reconnaissance d’un ligand par un récepteur associé a la voie RAS/MAPK, la protéine adaptatrice
GRB2 (growth factor receptor-bound protein 2) active le facteur d’échange SOS (son of sevenless)
qui convertit les RAS-GDP en forme active RAS-GTP. Sous cette forme, les RAS-GTP telles que
HRAS (Harvey Rat sarcoma virus), KRAS (Kirsten rat sarcoma virus) et NRAS (Neuroblastoma rat
sarcoma virus) induisent une cascade de signalisation via RAF1 (Rapidly Accelerated
Fibrosarcoma 1) et BRAF menant a I'activation de différentes MAPK (Hebron et al., 2022). La
régulation fine de cette voie est primordiale et est donc contrdlée par plusieurs mécanismes.
Différentes phosphatases comme la neurofibrine-1 (NF1), PPP1CB, SHP-2 (PTPN11) vont cibler
respectivement des RAS, RAF1 et les récepteurs associés a la voie RAS/MAPK. Des protéines
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comme LZTR1 (leucine zipper like transcription regulator 1) et CBL favorisent I'ubiquitination des
éléments de la voie de signalisation et par conséquent participent a leur dégradation par le
protéasome. Enfin, la myristoylation de SHOC2 ancre la protéine a la membrane et cause sa
liaison avec RAS pour favoriser son activation. Plusieurs mutations associées aux RASopathies ont
été retrouvées dans les genes codant pour les RAS et les kinases de cette voie de signalisation
(HRAS, KRAS, NRAS...) et les protéines régulatrices associées (NF1, PPP1CB, PTPN11, LZTR1, CBL,
SHOC2...). La fréquence de ces variants chez les patients varie selon la pathologie associée.
Toutefois, des altérations de PTPN11 sont présentes dans la plupart des RASopathies et sont
retrouvées chez 50 % des syndromes de Noonan (Tartaglia et al., 2002).

2.5.3/ Défauts de tolérance des lymphocytes B

Une des principales caractéristiques du LES est le développement d’auto-anticorps. lls
sont produits par des LB matures, différenciés en plasmocytes, et sont secondaires a une rupture
de tolérance du soi des LB. Le développement des LB est finement régulé a diverses étapes.
Cependant, une certaine proportion du répertoire immun a la capacité de reconnaitre le soi. Ces
cellules sont alors neutralisées par différents processus comme I'anergie, I’édition du BCR (B-cell
Receptor) ou la délétion clonale afin d’éviter le développement de I'auto-immunité. Ces
mécanismes seront présentés plus en détails dans la suite du manuscrit.

La diversité du répertoire des LT et LB est di notamment au mécanisme de recombinaison
V(D)J qui permet de former de multiples combinaisons entre les fragments "variable" (V), de
"jonction" (J) et de "diversité" (D). Ce processus est controlé par les enzymes RAG
(Recombination-activating gene) 1 et RAG2 qui initient la recombinaison V(D)J. Ce mécanisme
de recombinaison intervient également lors de I'édition du BCR afin de modifier a nouveau la
chaine légere du BCR des LB auto-réactifs. Des mutations induisant une perte ou une baisse de
fonction de RAG1/RAG2 sont associées a des immunodéficiences pouvant étre combinées a de
I'auto-immunité. Le cas d’une patiente porteuse d’'une mutation hétérozygote de RAG2 a été
reporté dans la littérature avec un tableau clinique classique du LES (Walter et al., 2015). Ce
phénotype est probablement di a un défaut de tolérance des LT et des LB, induit par le défaut
de RAG2 (Notarangelo et al., 2016). La réduction du niveau de recombinaison V(D)) méne a une
restriction du répertoire des LB enrichi en cellules auto-réactives suite a la diminution de I’édition
du BCR. De plus, les patients avec un défaut de RAG ont un niveau élevé de BAFF (B-cell activating
factor). Cette cytokine favorise la survie des LB. Dans le cas de LB auto-réactives, la forte
concentration de BAFF chez les patients permettrait de sauver ces cellules en fournissant un
signal de survie.

Le développement des LB implique également le facteur de transcription IKAROS codé
par IKZF1. Plus globalement, cette protéine joue un réle essentiel dans I’'hématopoiése et la
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lymphopoiése. Les modeles de souris knock-out (KO) pour ce gene présentent une absence de
LT, LB et NK et de différents progéniteurs précoces. Concernant le role d’IKAROS dans les LB, ce
facteur de transcription controle la différenciation des progéniteurs des LB puisqu’une baisse du
niveau d’IKAROS entraine un blocage dans la différenciation des LB au stade pro-B (Kirstetter et
al., 2002). En périphérie, IKAROS régule le seuil d’activation des LB et participe a la commutation
isotypique (Sellars et al., 2009). Ces dernieres années, des altérations d’IKAROS ont été associées
au LES. Une étude de GWAS sur plus de 4000 patients a notamment rapporté plusieurs SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) de IKZF1 associés au LES (Chen et al., 2020). De plus, une baisse
du niveau d’expression d’IKAROS est retrouvée dans de nombreux cas de LES. C’est finalement
la découverte de mutations d’/KZF1 induisant une haplo-insuffisance ou un effet dominant-
négatif chez plusieurs patients qui a confirmé le réle essentiel d’IKAROS dans le LES (Hoshino et
al., 2017 ; Nieuwenhove et al., 2018).

Chaque cellule B possede un BCR unique reconnaissant des antigenes du soi ou non-soi.
Selon I'état de maturation de la cellule et les signaux qu’elle recoit, la stimulation du BCR induit
la prolifération, 'anergie ou I'apoptose. A la suite d’une rencontre avec un antigéne, les LB
matures recoivent des signaux pour proliférer alors que durant les étapes de développement, la
reconnaissance excessive d’un auto-antigene par le BCR entraine I’édition du BCR ou la délétion
clonale. La signalisation du BCR joue ainsi un réle primordial dans la tolérance des LB. La protéine
kinase C & (PKC-6), codée par PRKCD, est impliquée dans le contrble de la prolifération et de
I"apoptose des lymphocytes B. Plusieurs patients avec un LES ont été décrits avec des mutations
homozygotes de PRKCD. Il a été montré que les lymphocytes B des patients déficients en PKC-§
sont moins sensibles a I'apoptose et proliferent davantage, ce qui entraine un défaut de sélection
négative. Cette fonction régulatrice de PKC-6 serait notamment médiée par son influence sur la
signalisation du BCR et sera abordée ultérieurement dans le manuscrit. Enfin, des mutations de
P2RY8 (P2Y Receptor Family Member 8) ont également été identifiées et sont suspectées
d’altérer la tolérance des LB. Actuellement, trois variants de P2RY8 chez huit patients avec un LES
ont été rapportés dans la littérature (He et al., 2022). lls entrainent une augmentation du niveau
des voies PI3K (phosphoinositide 3-kinase)/AKT et ERK (extracellular signal-regulated kinase)
perturbant respectivement la sélection négative et la formation des plasmocytes. En outre,
P2RY8 est un récepteur couplé aux protéines G reconnaissant le S-geranyl-geranyl-L-glutathione
(GGQ). La liaison de ce ligand a P2RY8 permet de confiner les LB dans le centre germinatif afin de
permettre la diversification du répertoire des LB lors de I'hypermutation somatique et la
commutation isotypique. A cause des altérations de P2RY8, les LB recoivent moins de signaux
inhibant leur migration en réponse aux cytokines comme CXCL12. P2RY8 est donc impliqué dans
de multiples mécanismes essentiels pour maintenir la tolérance des LB et met en lumiere
I'importance de la régulation des différents points de contréle de ce processus.
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2.6/ Autres mutations retrouvées dans les LES monogéniques

Les dysfonctionnements du systéeme immunitaire dans les déficits immunitaires sont
fréguemment associés a des manifestations auto-immunes. Certaines immunodéficiences
primaires présentent des caractéristiques du LES mais le mécanisme sous-jacent n’est pas
toujours élucidé. Dans le cas de la granulomatose septique chronique, le déficit immunitaire est
causé par une altération de l'une des 5 sous-unités de la NADPH (Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate) oxydase. Ce complexe est notamment responsable du burst oxydatif des
cellules phagocytaires. Une altération de ce complexe résulte en un défaut de production de ROS
(Reactive oxygen species). Des défauts de CYBB (cytochrome B-245 Beta Chain), une protéine
composant également la NADPH oxydase, sont fréquemment associés au LES (Battersby et al.,
2013). Par ailleurs, le déficit en Dedicator Of Cytokinesis 8 (DOCK8) est une des causes génétiques
du syndrome hyper-IgE de transmission autosomique récessive. Une dizaine de cas associant ce
syndrome et un LES ont été décrits dans la littérature (Jouhadi et al., 2014). D’autres pathologies
d’origine plus auto-inflammatoire sont également associées au LES. Par exemple, le déficit en
ADA2 (adénosine désaminase 2) est principalement associé a une fiévre récurrente et une
vasculopathie. Une publication récente a recensé deux patients dont l'un présentait un
phénotype proche du LES (Schepp et al., 2016). Enfin, des associations entre lupus et maladies
métaboliques comme le déficit en prolidase, I'alpha-mannosidose ou I'intolérance aux protéines
dibasiques avec lysinurie (IPDL) ont également été rapportées dans la littérature (Kamoda et al.,
1998 ; Urushihara et al., 2004 ; Butbul Aviel et al., 2012 ; Contreras et al., 2021) .
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3 — LES LYMPHOCYTES B : Leurs roles majeurs dans le développement de la

maladie

3.1/ Généralités

Les LB ont une place primordiale dans le systéme immunitaire. Ce sont les piliers de la
réponse humorale. Cette réponse intervient lors de la phase adaptative pour permettre
I’élimination des agents pathogeénes, des cellules cancéreuses, etc. Les LB reconnaissent de
maniére spécifique un antigeéne par un récepteur transmembranaire : le BCR. Grace a des
mécanismes complexes de recombinaison de genes codant les chaines du BCR, les LB forment un
répertoire pouvant reconnaitre une immense diversité d’antigenes offrant ainsi un spectre de
protection large et efficace.

3.1.1/ Développement des lymphocytes B

Dans les premiéeres semaines de vie embryonnaire, une premiére population de LB
apparait : les lymphocytes B1. IlIs apparaissent dans le foie fétal puis migrent vers les muqueuses
et les cavités pleurale et péritonéale (Figure 9) (Rothstein et al., 2016). lls représentent une
catégorie unique de LB appartenant davantage a I'immunité innée qu’adaptative. lls sont définis
par un répertoire oligoclonal et produisent en majorité des anticorps de type IgM. lls permettent
de former une premiére ligne de défense face aux pathogénes extérieurs dans les zones a
I'interface avec I'extérieur.

La majorité des LB sont des LB dits conventionnels (B2). lls proviennent de la moelle
osseuse (MO) ou ils vont effectuer une grande partie de leur différenciation. Ces LB sont issus
des cellules souches hématopoiétiques (CSH). Les CSH vont donner naissance a deux types de
progéniteurs : les progéniteurs myéloides communs (CMP) qui génerent toutes les cellules
myéloides et les progéniteurs lymphoides communs (CLP) qui vont donner les différents sous-
types de lymphocytes. Différents facteurs de transcription induits par I'environnement du
CLP engagent la cellule dans la différenciation en LB et donnent naissance en premier lieu au Pre-
Pro-B (Clark et al., 2014).
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Figure 9 : Le développement des LB

Durant le stade embryonnaire, les premiers LB de type B-1 se développent dans le foie fétal
puis circulent et se maintiennent en périphérie. En majorité, les LB sont issus des cellules
souches hématopoiétiques (CSH) provenant de la MO et donnent les cellules B-2. Lors des
premiers stades de développement, le phénomene de réarrangement des genes des
immunoglobulines a lieu afin d’obtenir des cellules exprimant un BCR unique pouvant induire
une cascade de signalisation suite a la reconnaissance d’un antigene. Ce processus est suivi
d’une étape de sélection négative pour éliminer les LB immatures auto-réactifs. Les LB migrent
ensuite dans la rate ou elles se différencient en LB transitionnel qui deviendront soit des
cellules de la zone marginale (MZ) ou des LB folliculaires (FO).

A ce stade, la recombinaison du locus de la chaine lourde du BCR débute par la
recombinaison des fragments D et J puis se poursuit au stade Pro-B avec le réarrangement V-D)J
(Nemazee et al., 2017). La recombinaison V(D)J permet de réarranger et d’assembler de maniere
aléatoire les différents fragments V, D et J afin de d’obtenir une large diversité dans le répertoire
des LB (Figure 10). En conséquence, une multitude d’antigénes pourront étre reconnus par ce
répertoire. L'assemblage d’'une combinaison V(D)J avec un fragment constant (C) conduit a
I’expression d’une chaine lourde d’immunoglobuline de type IgM qui va étre exprimée a la
surface de la cellule en association avec la chaine légére de substitution composée de A5 et V-
preB, c’est le Pre-BCR (Winkler et al., 2018).
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Figure 10 : Assemblage des chaines d’'immunoglobulines

La partie variable des génes codant pour les immunoglobulines est composée des segments
V, D et J pour la chaine lourde et des segments V et J pour les chaines légeres, A et k. Les
triangles indiquent les séquences RSS (recombination signal sequence) adjacentes aux
segments des genes. Le nombre indiqué au-dessus de chaque élément est une estimation du
nombre d’éléments pour chaque segment V, D ou J chez 'Homme.

L'assemblage des chaines lourdes et légéres, suite a la recombinaison V(D)J et de la liaison a
partie constante (C), permet la formation de I'lgM membranaire. V4= segments V de la chaine
lourde, Vk=segments V de la chaine légére k, Vi = segments V de la chaine légére A, Cy= partie
constante de la chaine lourde, Ck= partie constante de la chaine légére k, C\ = partie constante
de la chaine légere A. (Adapté de Nemazee et al., 2017)

A ce stade de différenciation, la cellule dite Pre-B recoit des signaux de prolifération par
I'intermédiaire du Pre-BCR. Par la suite, la recombinaison des fragments V et J du locus de la
chaine légére, k ou A, débute a son tour. Chez 'homme, environ 60% des LB expriment des
chaines légeres Igk, tandis que 40% expriment IgA, contre un rapport a 20:1 Igk:IgA chez la souris
(Ghia et al., 1996). Dans le cas ou la recombinaison V(D)J conduit a I'expression de chaine légere
et lourde non-défectueuses, elles s’assemblent a la surface du LB immatures avec les protéines
transmembranaires CD79a et CD79b pour former le BCR. Les LB immatures rencontrent a cette
étape de leur différenciation des antigenes dont en majorité des auto-antigenes. Les cellules
auto-réactives sont alors éliminées par différents mécanismes qui seront détaillés plus tard dans
le manuscrit. Par la suite, les LB sortent de la MO pour continuer leur différenciation dans la rate.
Ils passent par le stade transitionnel, ou les cellules auto-réactives sont encore éliminées, avant
de se différencier en LB folliculaire (FO) ou de la zone marginale (MZ) (Cyster et al., 2019 ; Zhou
et al., 2020). Les LB MZ sont des cellules non circulantes localisées entre la pulpe rouge composée
d’'une multitude de vaisseaux sanguins, et la pulpe blanche constituée d’'un amas de tissus
lymphoide. Cette localisation spécifique permet aux LB de la MZ de détecter rapidement les
antigenes de la circulation sanguine se retrouvant dans la rate (Martin et al., 2002). Toutefois, les
LB MZ chez ’'Homme sont également présents dans le sang périphérique, ce qui suggere qu’ils
recirculent contrairement a la souris. Aprés leur activation suite a la reconnaissance d’un
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antigéne, ils se différencient rapidement en plasmablastes a courte durée de vie, producteurs
d’lgM de maniére T-indépendante (Figure 11). Toutefois, les LB MZ peuvent dans une moindre
mesure réaliser une réponse T-dépendante et effectuer I'hypermutation somatique et la
commutation isotypique (Song et Cerny., 2003). Concernant les LB FO, ils représentent la sous-
population majoritaire des LB. lls naviguent entre la circulation sanguine et les organes
lymphoides secondaires (OLS) dont la rate a la recherche de I'antigéne reconnu par leur BCR
(Pieper et al., 2013 ; Wang et al., 2020). La rencontre entre le LB et son antigéne provoque son
activation de maniére T-dépendante qui méne le LB a plusieurs possibilités de différenciation.
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Figure 11 : Devenir des LB MZ et FO

La reconnaissance d’un antigene par un LB MZ conduit a sa prolifération et différenciation en
plasmablastes producteurs majoritairement d’IgM. La contribution des LB MZ a
I’enrichissement du compartiment des plasmocytes a longue durée de vie est encore mal
comprise. Les LB FO font une réponse T-dépendante induisant une prolifération rapide et la
formation de centre germinatif ou les cellules folliculaires dendritiques (FDC) et les LT
auxiliaires folliculaires ou follicular helper (LTfh) sélectionnent les LB de haute affinité pour
I'antigeéne. Les LB sortant du centre germinatif se différencient en cellules B mémoires ou en
plasmocytes a longue durée de vie. (Adapté de Nutt et al., 2015)
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Premierement, les cellules peuvent subir une différenciation plasmocytaire ; elles se
différencient en plasmablastes extrafolliculaires sécrétant majoritairement des IgM. Ces cellules
n’ont pas de mutation de leurs chaines d’'immunoglobulines et ont une courte durée de vie, mais
fournissent une réponse initiale rapide contre I'antigéne. L'autre possibilité pour les LB est de
migrer dans les follicules primaires ou ils proliferent de maniere intensive. Les lymphocytes B
nouvellement formés subissent un processus de commutation isotypique et d’hypermutation
somatique et se structurent en centre germinatif. En conséquence, les cellules issues de ces
processus produisent des anticorps ayant une haute spécificité de reconnaissance de 'antigéne
et expriment un isotype d’'immunoglobuline adapté a la nature de |'antigéne. Suite a leurs
passages dans le centre germinatif, les LB se différencient en lymphocytes B mémoires ou en
plasmocytes. Les cellules mémoires restent en dormance jusqu’a leurs rencontres avec leurs
antigénes. La reconnaissance de I'antigene par une cellule B mémoire induit sa prolifération
rapide et la production d’anticorps de haute affinité pour permettre I'élimination efficace du
pathogene lors d’une réponse secondaire. Concernant les plasmocytes, ceux issus des centres
germinatifs sont principalement des plasmocytes a longue durée de vie. Une majorité d’entre
eux regagne la MO et produit une grande quantité d’anticorps hautement spécialisés, fournissant
ainsi une protection a long terme.

3.1.2/ Signalisation dans les lymphocytes B

Au cours de leur développement, les LB sont soumis a une multitude de signaux
extracellulaires entrainant des réponses diverses allant de I'apoptose a la prolifération. Durant
plusieurs années, la signalisation du BCR a été placée au coeur de ce processus. Toutefois, les
récentes recherches ont mis en avant |'organisation d’un réseau de signalisation complexe et
interconnecté avec d’autres récepteurs.

a- Voie de signalisation du BCR

Le BCR est un complexe composé d’une immunoglobuline membranaire associée a un
hétérodimeére CD79a/b (Iga/B) possédant des motifs cytoplasmiques ITAM (Immunoreceptor
Tyrosine-base Activation Motif) dont la séquence consensus est la suivante : YxxL/Ix(6-8)YxxL/!
(Harwood et al., 2010 ; Kurosaki et al., 2010 ; Nemazee et al., 2017). La liaison avec I'antigéne du
BCR entraine la phosphorylation des tyrosines des motifs ITAM de CD79a/b par la famille de
kinases SRC. La tyrosine kinase SYK est recrutée au niveau des tyrosines phosphorylées des ITAM
par l'intermédiaire de son domaine SH2 (Src Homology 2). SYK joue un rOle majeur dans
I'induction d’autres voies de signalisation dont: PI3K/AKT/mTOR (mammalian target of
rapamycin), MAPKs et NF-kB (nuclear factor-kappa B). L’activation de la cascade de signalisation
du BCR est illustrée par la figure 12. Plus précisément, la voie PI3K/AKT/mTOR est activée suite a
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la phosphorylation au niveau de la queue cytoplasmique du corécepteur CD19 par SYK ou BCAP
(B-Cell phosphoinositide 3-kinase adapter protein), lui-méme activé par SYK. Cet événement
provoque le recrutement de la PI3K, capable de convertir le PI(4,5)P2 (PIP2) membranaire en
PI(3,4,5)P3 (PIP3). Le PIP3 est un motif reconnu par de nombreuses protéines par l'intermédiaire
d’un domaine PH (Pleckstrin Homology) et permet le recrutement de nombreuses protéines a la
surface proche du BCR activé. Parmi ces protéines, on retrouve les sérine/thréonine kinases PDK1
(phosphoinositide-dependent kinase-1) et AKT. AKT induit une cascade de signalisation, en
particulier via mTOR, et promeut la survie et la prolifération de la cellule notamment par le
facteur de transcription c-MYC.

D’autre part, PIP3 entraine le recrutement d’autres protéines comme BTK (Bruton's
tyrosine kinase), VAV, PLCy2 (phosphatidylinositol-specific phospholipase Cy2) a la membrane. La
phosphorylation de BLNK par SYK modifie sa conformation et lui permet de fonctionner comme
une plateforme de recrutement pour certaines protéines comme BTK, VAV, GREB2 et PLCy2.
PLCy2, sous sa forme active, hydrolyse le PIP2 en diacylglycérol (DAG) et en inositol-1,4,5-
trisphosphate (IP3). Le DAG recrute les PKC a la membrane qui, a leur tour et en complément de
I'initiation de la voie induite par GRB2, active la voie des MAPK. L’induction de la voie des MAPK
conduit a I'activation de facteurs de transcription comme AP-1 (Activator protein 1) et CREB (C-
AMP Response Element-binding protein). Concernant IP3, il favorise la libération de Ca2+ du
réticulum endoplasmique en se liant a son récepteur IP3R. Une boucle de rétroaction positive est
enclenchée pour favoriser la mobilisation du Ca2+. Le senseur STIM1 (stromal interaction
molecule 1) en réponse a I’élévation du niveau de Ca2+ dans le cytoplasme entraine |'ouverture
du canal calcique de la membrane plasmique ORAI. La forte concentration cytoplasmique de
Ca2+ conduit a I'activation de la Calcineurine, une phosphatase permettant I'activation et la
translocation dans le noyau des facteurs de transcription de la famille NFAT (nuclear factor of
activated T-cells). D’autre part, le Ca2+ permet |'activation des PKC conventionnelles. Celles-ci
jouent notamment un réle essentiel dans I'activation de la voie NF-kB. Elle conduit a 'activation
de facteurs de transcription de la famille Rel fonctionnant en homo- ou hétéro- dimére formant
un complexe multiprotéique que I'on nomme NF-kB. Cet ensemble est maintenu dans un état
d’inactivation par la protéine IkB (inhibitor of kB) en absence de stimulation. L’activation du BCR
conduit a la phosphorylation de IkB, causant son ubiquitinylation et en conséquence sa
dégradation. De ce fait, les facteurs de transcription sont reldchés et migrent vers le noyau pour
fournir une réponse cellulaire le plus souvent associée a des facteurs anti-apoptotiques.
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Evénement de signalisation directe —

Evénement de signalisation indirecte - - - - - >
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Figure 12 : La signalisation du BCR

La reconnaissance d’un antigéne par le BCR induit I'activation de protéines de la famille des
SRC qui vont propager le signal. La phosphorylation de différents substrats conduit a
I’activation de différentes voies de signalisation. Elles vont moduler la réponse du LB en
induisant un programme transcriptionnel spécifique via I’activation ou inhibition de certains
facteurs de transcriptions, en remaniant le cytosquelette, en adaptant la réponse
métabolique de la cellule notamment via la voie mTOR.

b- Corécepteurs activateurs et inhibiteurs

La voie de signalisation du BCR est un élément central du LB et nécessite une régulation
fine. Plusieurs corécepteurs activateurs ou inhibiteurs modulent la réponse du BCR (Figure 13).
Parmi les corécepteurs activateurs, les protéines CD19, CD21 et CD81 forment un complexe
multiprotéique a la surface du LB (Clark et al., 2018 ; Sicard et al., 2020). La reconnaissance d’un
ligand par ce complexe simultanément a la stimulation du BCR renforce la signalisation sous-
jacente du BCR. CD21 est un récepteur du complément reconnaissant les fragments iC3b, C3dg,
C3d (Molina et al., 1995). La présence d’un pathogeéne reconnu par le complément conduit a la
reconnaissance des fragments du complément par CD21 qui cause la phosphorylation du
récepteur CD19 au niveau de sa partie cytoplasmique. Les tyrosines phosphorylées de CD19
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offrent un site d’ancrage a la protéine PI3K qui, par conséquent, favorise la signalisation de la
voie PI3K/AKT/mTOR et la signalisation du BCR en général en générant des sites de fixation a la
membrane a de nombreuses protéines effectrices par la production de PIP3 (Xu et al., 2014). A
I’heure actuelle, la fonction de CD81 dans ce complexe multiprotéique est encore mal comprise
mais des études suggerent que CD81 favoriserait I'ancrage de CD19 a la surface (Shoham et al.,
2003 ; Susa et al., 2020).

Evénement de signalisation directe ———

Evénement de signalisation indirecte
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Figure 13 : Les corécepteurs de la voie de signalisation du BCR

La stimulation du BCR induit une cascade de signalisation notamment par la phosphorylation
de tyrosines au niveau de site activateur de certaines protéines. La stimulation du complexe
CD21-CD19-CD81 amplifie la signalisation du BCR en favorisant I'activité de la PI3K. Au
contraire, les phosphatases SHP (SHP-1 et SHP-2) sont induites suite a la liaison du ligand des
corécepteurs inhibiteurs et vont entrainer la perte de tyrosines phosphorylées des protéines
effectrices. La phosphatase SHIP convertie la PIP3 en PIP2 ce qui méne a une baisse de
I’activation de la voie PI3K/AKT/mTOR et une diminution des sites d’ancrage a la membrane
cytoplasmique des protéines effectrices.
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D’autres récepteurs avec une action inhibitrice sur la signalisation du BCR possédent un
motif nommé ITIM pour "Immunoreceptor Tyrosine based Inhibitory Motif" ayant pour séquence
consensus : S/I/V/LxYxxI/V/L (Veillette et al., 2002). La phosphorylation des tyrosines de ce motif
suite a la reconnaissance du substrat d’un récepteur inhibiteur induit le recrutement des
phosphatases SHP (SH2-containing phosphatase) comme SHP-1 et SHP-2 et SHIP (SH2-containing
inositol phosphatase). SHP est une tyrosine phosphatase ciblant une large variété de protéines
tandis que SHIP a la spécificité d’hydrolyser le PIP3 membranaire en PIP2. Par conséquent, SHP
diminue I'activation d’un grand nombre de protéines de la voie du BCR et SHIP réduit le
recrutement des protéines effectrices a la membrane en diminuant le PIP3. Parmi les
corécepteurs inhibiteurs des LB, FcyRIIB et FceRIl (CD23) reconnaissent respectivement la région
Fc (Fragment cristallisable) des anticorps IgG et IgE (Smith et al., 2010). Par exemple, les
complexes immuns formés a partir des immunoglobulines de type IgG induisent une signalisation
inhibitrice du BCR via FcyRIIB pouvant conduire a I'apoptose. La formation des complexes
immuns de type IgG régulent ainsi la production des IgG et induisent une boucle de rétroaction
négative pour éviter la surproduction potentiellement pathogénique de ces immunoglobulines.
Le corécepteur FceRll peut réduire la signalisation du BCR lors de liaison d’une IgE au récepteur
mais I'unique présence du récepteur permet d’atténuer I’activité du BCR (Liu et al., 2016). On
retrouve également le corécepteur inhibiteur CD22 a la surface des LB, plus particulierement sur
les LB matures. CD22 appartient a la famille des protéines SIGLEC (sialic acid-binding
immunoglobulin-like lectins) et reconnait des sucres de type acide sialique, comme I’acide N-
acétylneuraminique, présent sur la majorité des cellules de mammiféres contrairement aux
bactéries (Nitschke et al., 1997). Par conséquent, CD22 favorise une réponse B modérée lors
d’une rencontre avec des éléments du soi. Les LB expriment d’autres récepteurs inhibiteurs
comme CD72, PECAM1, LILRB (PIR-B chez la souris), SIGLEC-10 (Siglec-G chez la souris) et PD-1.
Toutes ces molécules possedent un domaine ITIM ou similaire et régulent négativement la
signalisation du BCR via le recrutement de phosphatases (Thibult et al., 2013 ; Tsubata et al.,
2019). Chez la souris, les LB déficients pour CD72, Pecam-1 et Siglec-G présentent un niveau
d’activité de la voie de signalisation du BCR anormalement élevé. D’autres études ont montré
gue la liaison d’un ligand reconnu a la fois par les récepteurs PIR-B ou PD-1 et le BCR réduisait
drastiquement la signalisation du BCR. Cette diversité de corécepteurs module la signalisation du
BCR et permet au LB de renforcer sa réponse dans certaines situations ou au contraire de I'inhiber
afin d’éviter un emballement de la réponse immunitaire.

c- Autres voies de signalisation

La signalisation du BCR est impliquée dans différentes réponses biologiques et dans le
développement des LB. Toutefois, d’autres stimuli ont un réle crucial a des étapes clés de leur
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développement ainsi que pour leur survie et leur prolifération... L’activation d’autres voies de
signalisation peut notamment agir en synergie ou au contraire s'opposer a celle du BCR.

CDA40 et les récepteurs de BAFF

CD40 et les récepteurs de BAFF (BAFF-R pour B-cell activating factor receptor) sont
membres de la famille des récepteurs au facteur de nécrose tumorale (TNF pour tumor necrosis
factor). CD40 est exprimé sur les LB, a la surface d’autres cellules immunitaires comme les
macrophages, les cellules dendritiques mais aussi sur certaines cellules endothéliales,
épithéliales, musculaires et les fibroblastes (Elgueta et al., 2009). Le ligand de CD40, connu sous
le nom de CD40L ou CD154, est une protéine transmembranaire retrouvée le plus souvent a la
surface de LT activés. Dans un contexte inflammatoire, CD40L peut étre produit par les LB, les
monocytes, les NK, les mastocytes, les basophiles et les plaquettes. Outre la forme membranaire,
il existe une forme soluble de CD40L circulant dans le sang. Elle provient du clivage enzymatique
du CD40L présent a la surface des plaquettes a la suite de leur activation. Concernant les
récepteurs de BAFF, ils reconnaissent la protéine BAFF qui est secrétée dans le milieu
extracellulaire. On distingue 3 types de récepteurs :

e TNFRSF17 ou BCMA pour B-cell maturation antigen
e TNFRSF13B ou TACI pour Transmembrane Activator and CAML Interactor
e TNFRSF13C ou BAFF-R

Ces récepteurs présentent une affinité de liaison différente entre eux pour le BAFF et les
protéines TACI et BCMA reconnaissent également un autre ligand, proche de BAFF, APRIL pour A
Proliferation Inducing Ligand. |ls sont tous exprimés chez les LB matures méme si on retrouve
une variabilité dans I'expression des récepteurs selon le stade de maturation. La liaison du
substrat aux récepteurs de BAFF et de CD40 conduit au recrutement de protéines adaptatrices
nommées TRAF (TNF Receptor-Associated Factors) au niveau de la queue cytoplasmique des
récepteurs (Figure 14). Les TRAF sont composées de six membres allant de TRAF-1 a TRAF-6.
Chaque membre possede une fonction distincte pouvant étre chevauchante avec une autre
protéine TRAF. Suite au recrutement de ces protéines par les récepteurs au BAFF et le CD40,
plusieurs voies de signalisation sont activées dont principalement la voie canonique et non-
canonique de NF-kB, la voie des MAPK et la voie PI3K/AKT/mTOR. La voie canonique de NF-kB
est davantage induite par l'activation de CD40 alors que les récepteurs de BAFF ménent
principalement a la voie non-canonique (Mackay et al., 2009). De surcroit, les voies de
signalisation de CD40 et des récepteurs de BAFF sont interconnectées avec la signalisation du
BCR. Des études ont montré que la stimulation des cellules avec du BAFF induisait une
augmentation de la phosphorylation de SYK, protéine clé de la signalisation BCR, et permettait
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d’activer les voies des MAPKs et PI3K/AKT/mTOR (Schweighoffer et al., 2013 ; Jellusova et al.,
2013).
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Figure 14 : Les voies de signalisation induites par les récepteurs de BAFF et CD40

L’activation des récepteurs présents a la surface des LB entraine le recrutement de différentes
protéines TRAF au niveau de la queue cytoplasmique des récepteurs. Plusieurs voies de
signalisation sont induites et peuvent mener a différentes réponses des LB (rectangle bleu

foncé).

De plus, le BCR est impliqué dans la régulation de la voie non-canonique de NF-kB induite
suite a la stimulation de BAFF. En effet, I'induction de la voie du BCR conduit a la transcription
d’une protéine impliquée dans la voie non canonique de NF-kB: p100. Cette protéine est
rapidement épuisée suite a la stimulation des récepteurs de BAFF alors que la voie du BCR ne
conduit pas a l'activation de la voie non canonique de NF-kB (Stadanlick et al., 2008). Par
conséquent, la signalisation du BCR est nécessaire pour produire la molécule p100, indispensable
a la signalisation des récepteurs de BAFF. Concernant les connections entre la voie du BCR et le
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CDA40, plusieurs études ont montré que la stimulation de CD40 favorisait I'induction des voies
MAPK et NF-kB suite a I'induction du BCR indépendamment de BTK et de la PLCy2 (Mizuno et al.,
2003 ; Mizuno et al., 2005). Le CD40 est indispensable pour que les LB effectuent plusieurs types
de réponse. Ce fait est illustré par le développement du syndrome hyper-IgM lié au chromosome
X chez les personnes ayant des mutations du CD40L (Winkelstein et al., 2003). Cette pathologie
est caractérisée par une réduction dans le sérum des IgG, IgA, IgE et en conséquence, une
augmentation des IgM. Les patients présentent une réponse des LB T-médiée fortement
endommagée avec une réduction des centres germinatifs, des LB mémoires, de la commutation
isotypique, etc. Les récepteurs de BAFF sont quant a eux impliqués dans la survie des LB, la
production d’anticorps, la commutation isotypique, la prolifération, etc. Plus spécifiquement, la
stimulation de BAFF-R joue un rdle indispensable dans la survie des LB en périphérie puisque
I’absence de ce récepteur conduit a une réduction drastique des LB matures (Schiemann et al.,
2001). BAFF-R joue spécifiquement un role essentiel dans le développement des LB dans la rate.
En effet, les souris déficientes en BAFF ou BAFF-R ont un arrét du développement de leurs LB
entre le stade T1 et T2 et conduit a une réduction globale des LB FO et MZ. La stimulation du
récepteur TACI permet également de fournir un signal de survie au LB mais promeut également
la commutation isotypique, I’hypermutation somatique, la prolifération des LB et favorise la
réponse des LB T-indépendante (Garcia-Carmona et al., 2018). Concernant le récepteur BCMA, il
favorise la différenciation et le maintien des plasmocytes en plus de son réle dans la survie et la
prolifération des LB.

TLR

Les TLRs appartiennent a la famille des PRRs présentée dans la partie 2.3. Au sein des LB,
I’expression des différents types de TLR varie en fonction du niveau d’activation de la cellule, le
stade de développement, etc. Chez 'Homme, on retrouve une faible expression des TLRs dans
les LB naifs alors que les TLR1/3/4/6/7/9/10 sont retrouvés dans les plasmocytes, les LB activés
ou mémoires (Buchta et al., 2014). Les TLRs semblent jouer un réle plus important dans les LB de
souris puisqu’ils ont un plus haut niveau d’expression comparé a ’'Homme. La reconnaissance de
leurs ligands respectifs initie le recrutement de protéines adaptatrices comme MYD88 (Myeloid
differentiation primary response 88), TIRAP (TIR domain containing adaptor protein), TRAM
(Translocating chain-associated membrane protein) ou TRIF au niveau du domaine TIR situé sur
la queue cytoplasmique du TLR. Selon les protéines adaptatrices activées, différentes kinases
sont induites afin de propager le signal vers les voies NF-kB et des MAPKs. La signalisation du BCR
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— est particulierement interconnectée a celle du
B TLR7/9 (Celhar et al., 2012 ; Suthers et al., 2017).
La reconnaissance d’un antigene induit par la suite

I’endocytose du complexe antigéne-BCR qui se

retrouve dans les endosomes ou sont localisés les
TLR7 et TLR9 (Figure 15). Cette colocalisation
permet au BCR de présenter I'antigene aux TLRs
et augmente la réponse du LB face aux
pathogenes. Grace a cette synergie de la voie des

TLR7/9 TLR et BCR, les LB améliorent leurs capacités pour

MyD88 proliférer, produire des cytokines, exprimer les
molécules de costimulation, produire des
anticorps, réaliser I'hypermutation somatique et

la commutation isotypique, etc.
Voie NFkB Voie MAPK

Figure 15 : Synergie entre le BCR et les
TLR7/9

L’endocytose du complexe BCR-ligand
permet de présenter ['antigéne au
TLR7/9 et induit I'activation des voies
NF-kB et MAPK.

Les récepteurs aux cytokines

Les cytokines correspondent a un ensemble d'une centaine de protéines ou
glycoprotéines, produites et sécrétées par différentes cellules de I'organisme. Elles transmettent
différents signaux permettant aux cellules d'agir a distance sur d'autres cellules pour en réguler
I'activité et la fonction. Elles exercent leurs fonctions suite a leur reconnaissance par des
récepteurs de cytokines présents a la surface des cellules. De nombreuses cytokines agissent sur
les LB que ce soit durant les étapes de développement des LB ou alors pour moduler leurs
fonctions (Vazquez et al., 2015). L’action des différentes cytokines jouant un roéle majeur sur les
LB est récapitulé dans le tableau suivant :
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Cytokines Actions sur les LB

IL-2 Prolifération

IL-4 Prolifération, survie, favorise la commutation isotypique vers les IgG1, IgG4 et
IgkE

IL-6 Prolifération, favorise la production d’lgG

IL-7 Développement des LB, réarrangement des chaines d’immunoglobulines

IL-10 Régulation de la réponse des LB, favorise la commutation isotypique vers les
IgG1 et 1gG3

IL-12 Différenciation en cellules productrices d’anticorps de type IgM

IL-13 Prolifération, favorise la commutation isotypique vers les 1gG1, IgG4 et IgE

IL-15 Prolifération, favorise la production d’lgM, 1gG1 et IgA

IL-21 Prolifération, survie, différenciation en plasmocyte, favorise la commutation
isotypique vers IgG1, 1gG3, IgA et IgE

IFN-a Développement des LB, augmentation de la sensibilité du BCR

IFN-B Développement des LB, augmentation de la sensibilité du BCR

IFN-y Inhibition de I’activation des LB, prolifération des LB activés, favorise la
commutation isotypique vers I'lgG2a et IgG3

Tableau 2 : Effets des cytokines sur les LB
(Adapté de Vazquez et al., 2015 ; Moens et Tangye., 2014)

3.1.3/ Activation des lymphocytes B

a- Réponse T-indépendante

L’activation des LB peut se faire en absence des LT, il s’agit de la réponse T-indépendante
(T1) c’est-a-dire Thymus-Indépendante puisque cette réponse peut avoir lieu chez les individus
n’ayant pas de LT. Elle est induite par des antigenes non protéiques n’ayant pas les attributs
moléculaires permettant leur reconnaissance par les LT (Allman et al., 2019). Il s’agit souvent de
molécules retrouvées sur un grand nombre de pathogénes. Par exemple, les polysaccharides a
motifs répétés de la paroi bactérienne des bactéries a Gram positif ou le LPS de la membrane
externe des bactéries a Gram négatif. Les antigénes induisant une réponse Tl peuvent étre divisés
en type 1 ou type 2 selon les mécanismes d’activation des LB qu’ils induisent (Figure 16). Les
antigénes de la réponse Tl de type 1 (TI-1) sont reconnus par les TLR des LB. Une forte
concentration des antigénes TI-1 peut causer la prolifération et la différenciation de la plupart
des LB indépendamment de leur spécificité d’antigéne ; ceci est connu comme ['activation
polyclonale. Les antigénes TI-1 sont donc des mitogénes des LB. A faible concentration, seuls les
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LB ayant un BCR spécifique a un antigene TI-1 sont activés. Néanmoins, ces cellules ont besoin
d’un second signal amené par la liaison d’'un antigéne de TI-1 a un TLR. La reconnaissance de
I'antigéne par le BCR optimise cette réponse étant donné que I'activation du BCR chez LB naifs
conduit a une augmentation de I'expression de certains TLR comme les TLR7 et TLR9 (Bernasconi
et al., 2003). Concernant la réponse Tl initiée par les antigenes de type 2 (TI-2), elle est causée
par la reconnaissance d’un ligand agrégeant de fagon extrémement efficace plusieurs BCR et
permettant de délivrer un signal suffisamment important ne nécessitant pas de co-signal. La
densité avec laquelle les antigénes agrégent le récepteur est déterminante. Lorsque celle-ci est
trop faible, elle est insuffisante pour activer la cellule. L'un des exemples le plus connu d’antigéne
de ce type est la structure formée par des motifs répétés retrouvée sur la paroi cellulaire des
streptocoques.

Ce type de réponse joue un role important dans la défense spécifique contre une grande
variété de pathogenes extracellulaires. En effet, cette réponse est plus rapide que la réponse
thymo-dépendante car elle ne requiert pas d'activation préalable et I'expansion des LT.
Cependant, les antigénes thymo-indépendant de type 1 n'induisent généralement pas de
commutation isotypique, d’hypermutation somatique ou de cellules B mémoires.

antigéne TI-1 L 4 antigéne TI-2

Figure 16 : Réponse T-indépendante des LB

La reconnaissance d’un antigene de type | (TI-1) par le BCR et le TLR est suffisante pour induire
une réponse B. A forte concentration, ce type d’antigéne est suffisant pour activer les LB de
maniére non spécifique. Les antigénes de type 2 (TI-2) active les LB en agrégant plusieurs BCR.
(Adapté de Murphy et al., 2008)
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La réponse Tl est généralement réalisée par les LB MZ et B1 (Martin et al., 2001). Ces
cellules, du fait de leur localisation, peuvent rapidement détecter un pathogene et induire une
premiére ligne de défense efficace via la réponse T-indépendante. Suite a leur activation, les LB
MZ se différencient en plasmablastes a courte durée de vie et produisent une importante
quantité d’'IgM et en faible proportion des IgG et IgA (Cerruti et al., 2013). Les cellules B1 sont
guant a elles responsables de la production d’anticorps polyréactifs avec une faible affinité et
principalement de type IgM.

b- Réponse T-dépendante

Selon la nature de I'antigéne, les LB ont besoin des LT afin de pouvoir répondre de
maniére optimale. Pour cela, différents processus sont mis en place pour aboutir a cette réponse.
Dans un premier temps, la reconnaissance de |’antigéne par le BCR conduit a I'internalisation de
ce complexe dans les endosomes ou lysosomes ou l'antigéne est dégradé (Figure 17). Les
peptides issus de cette dégradation sont associés au CMHII et transportés a la membrane pour
étre présenté au LTCD4+. De plus, la stimulation du BCR conduit a I'expression de molécules co-
stimulatrices telles que CD80/CD86 et ICOSL (inducible t-cell costimulator ligand) qui vont
reconnaitre respectivement a la surface du LT les molécules CD28 et ICOS (inducible t-cell
costimulator). La reconnaissance d’un complexe CMH-peptide et des molécules de costimulation
par un LT induit son activation et conduit a I'expression a sa surface de CD40L (Bishop et al.,
2001). Cette molécule est reconnue par le récepteur CD40 a la surface des LB et entraine
I'activation d’une cascade de signalisation, décrite en partie 3.1.2.c, nécessaire a |’activation
optimale du LB. De plus, I'engagement du CD40 des LB stimule la production de molécules co-
stimulatrices comme le CMHII, CD80/CD86, et entraine une boucle de rétroaction positive
favorisant I'activation des LT et des LB. L'activation des LB via le BCR et des molécules co-
stimulatrices conduit également a la transcription d’une multitude de genes dont certains codant
pour des récepteurs de cytokines. En effet, les LT activés produisent un grand nombre de
cytokines pour orienter la réponse des LB afin qu’elle soit adaptée au pathogéne rencontré, via
notamment la commutation isotypique (Mingari et al., 1984 ; Shen et al, 2015). Par exemple, I'IL-
12 favorise la production des IgM alors que I'lL-4 induit I'augmentation des IgG1, 1gG4 et IgE (Kim
et al., 2008). La commutation isotypique est le processus au cours duquel l'isotype des
immunoglobulines est modifié. Par ailleurs, alors que ce phénomeéne a souvent été décrit comme
un événement ayant lieu spécifiquement dans les centres germinatifs, des travaux récents ont
montré que la commutation isotypique aurait lieu précocement, avant la formation des centres
germinatifs (Roco et al., 2019). Les isotypes sont déterminés par la région constante de la chaine
lourde. Cette région se fixe aux différents récepteurs Fc retrouvés sur une multitude de cellules
comme les NK, les macrophages, les mastocytes et permet d’apporter une réponse immunitaire
adaptée au pathogene rencontré.
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L’activation des cellules B par les LT peut induire la formation de centres germinatifs. Il
s’agit d’'une structure transitoire localisée dans les follicules des organes lymphoides secondaires.
Plusieurs cellules composent les centres germinatifs comme les LB matures activés,
principalement des LB folliculaires, les LTfh et les cellules dendritiques folliculaires (FDC).
Contrairement aux cellules dendritiques conventionnelles, elles ne sont pas issues des cellules
souches hématopoiétiques de la MO mais sont d’origine mésenchymateuse (Rezk et al., 2013).
Elles sont spécialisées dans la présentation des complexes immuns, formés d’un antigene et d’'un
anticorps, aux LB. Les LTfh et les FDC permettent de sélectionner les LB présentant la meilleure
affinité pour I'antigéne apres avoir subi le processus d’hypermutation somatique. Il s’agit d’'un
mécanisme de diversification du répertoire immunitaire par l'introduction de points de
mutations aléatoires dans des régions variables des génes codant pour les chaines lourdes et
légeres dans le but de former une immunoglobuline avec une plus haute affinité pour I'antigene
cible.

Figure 17 : Réponse T-dépendante des LB

Pour étre activé de fagon T-dépendante, le LB a besoin de 3 signaux. Le premier provient de
la reconnaissance d’un antigene par le BCR. Les LB présentent les peptides de I'antigéne par
le CMHII au LTCD4+ qui sont alors activés. Les LT fournissent un deuxieme signal au LB en
stimulant le CD40 des LB et un troisieme en sécrétant des cytokines.

3.1.4/ Mécanismes d’action des lymphocytes B

Les LB sont principalement connus comme des cellules productrices d’anticorps. Les
anticorps, éléments principaux de la réponse humorale, agissent par différents modes d’action
(Figure 18). Un premier mécanisme est la neutralisation ; processus au cours duquel les anticorps
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reconnaissent leur antigene cible et empéchent leur fixation afin de neutraliser leurs effets. Par
exemple, un anticorps reconnaissant une molécule d’un virion se fixe sur sa cible et empéche son
attachement a des récepteurs situés sur la membrane cytoplasmique de la cellule héte ; bloquant
ainsi son entrée dans la cellule. Les anticorps sont également capables d’induire I'activation du
complément. En se fixant sur leurs cibles, ils entrainent la formation d’un site de liaison a la
molécule du complément Clq qui conduit a la mise en place des effecteurs du complément. On
retrouve également le mécanisme d’opsonisation. L'anticorps se fixe au pathogéne et par
I'intermédiaire des récepteurs des régions Fc, les anticorps favorisent la phagocytose, la
cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC pour Antibody-dependent cellular
cytotoxicity) et la dégranulation des mastocytes et certains granulocytes (Lebien et al., 2008). En
plus de leurs fonctions pour éliminer les pathogénes, ils permettent de réguler la réponse
immunitaire en se fixant sur des récepteurs Fc spécifiques de certaines cellules (Liu et al., 2019).
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Figure 18 : Mécanismes d’actions des lymphocytes B

Les lymphocytes B modulent la réponse immunitaire directement par la production de
cytokines, la présentation d’antigenes et la costimulation des lymphocytes T mais également
a travers leur fonction de cellules productrices d’anticorps.
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Indépendamment de leur statut de producteurs d’anticorps, les LB influencent par
différents aspects la réponse immunitaire. En tant que CPA, les LB activés interagissent avec les
LTCD4+ et leurs présentent les peptides de I'antigéne par le CMHII ainsi que des molécules de
costimulation comme ICOSL. Cela entraine I'activation des LTCD4+ (Rubien et al., 2019).Les LTfh
interagissent avec les LB apparentés pour sélectionner les LB suite a I’"hypermutation somatique
et favoriser la commutation isotypique. D’autre part, les cellules B modulent la réponse
immunitaire sur une multitude d’aspects par la sécrétion de cytokines (Shen et al., 2015).
Certaines vont jouer sur |'organisation des organes lymphoides comme les ganglions, d’autres
vont polariser la réponse T vers les LTh1 par I'IFN-y, vers les LTh2 via I'IL-2 et I'lL-4 ou encore les
LTh17 par I'lL-6. La réponse cytokinique peut promouvoir une réponse pro-inflammatoire par le
GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) ou a l'inverse anti-inflammatoire
via I'lL-10 et I'lL-35.

3.2/ Maintien de la tolérance des lymphocytes B

Le large répertoire formé par les LB offre une défense efficace contre de nombreux
pathogenes. La nature en grande partie aléatoire de la recombinaison V(D)) et des mutations
somatiques causées par I'hypermutation somatique génére un répertoire d’anticorps qu’on
estime étre davantage limité par le nombre de LB que par le nombre de spécificités d’anticorps
possible qui peuvent étre produits (Winter et al., 1991). Toutefois, ces mécanismes ont le défaut
de produire également des LB auto-réactifs.

Afin d’éviter I'expansion de ces cellules, plusieurs processus permettent d’établir la
tolérance du soi. Ce terme fait référence a une absence ou une faible activation face a un
antigéne du soi. La tolérance acquise dans la moelle osseuse est nommeée "tolérance centrale"
alors qu’on parle de "tolérance périphérique" dans les tissus lymphoides périphériques.
L'efficacité de ces mécanismes dans |’élimination des LB auto-réactifs a notamment été
démontrée par plusieurs études (Jacobi et al., 2005 ; Yurasov et al., 2005). En effet, environ 75%
des LB de la MO présentant un phénotype précoce et immature (CD34-CD19+CD10+IgM-) sont
auto-réactifs. Les différents mécanismes impliqués dans la tolérance centrale et périphérique
réduisent ce chiffre a 20% de LB auto-réactifs matures naifs. Méme si ce pourcentage montre
gu’un grand nombre de LB reste potentiellement auto-réactifs en périphérie, I'activité de ces LB
peut étre réduite par des mécanismes de tolérance en périphérie

3.2.1/ Tolérance centrale

Les LB passent par différentes étapes de développement dans la MO jusqu’a atteindre le
stade immature ou ils expriment un BCR fonctionnel. Autrement dit, le BCR exprimé est constitué
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d’une chaine lourde et d’une chaine légére de type IgM associées aux protéines CD79a et CD79b
et est capable de transduire un signal. Les LB au stade pre-B n’ayant pas réussi a exprimer un BCR
a la surface continuent de recombiner la chaine légére ou meurent a défaut d’avoir recu des
signaux de survie. Lorsqu’un LB immature non auto-réactif exprime son BCR a la surface,
I’expression de ce BCR suffit a induire un signal tonique favorisant la survie des LB.
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Figure 19 : Tolérance centrale des LB
(Adapté de Nemazee et al., 2017)

Ce mécanisme est notamment médié par I'activation de la voie PI3K/AKT (Figure 19).
Cette voie promeut la survie du LB, empéche la migration du facteur de transcription FOXO vers
le noyau qui ne peut alors pas induire la transcription de RAG1/RAG2 nécessaire a I'édition du
BCR. En conséquence, le LB immature non auto-réactif migre jusqu’a la rate pour continuer son
développement. Lorsqu’un LB reconnait un antigéne du soi, les mécanismes d’édition du BCR se
mettent en place. Il s’agit du principal processus de la tolérance central. Cela conduit a plusieurs
réactions au niveau moléculaire et cellulaire (Nemazee et al., 2017). Au niveau cellulaire, la
molécule d’adhésion CD62L favorisant la migration des LB vers les organes lymphoides
secondaires et le BAFF-R fournissant un signal de survie a la cellule, ne sont plus exprimés a la
surface des LB. Au niveau moléculaire, le BCR est internalisé et conduit a une baisse d’activité de
la PI3K. En conséquence, FOXO peut migrer jusqu’au noyau pour jouer son réle de facteur de
transcription et induire I'expression de RAG1/2, responsable de la recombinaison V(D)J. Des
réarrangements secondaires de la région variable de la chaine légere et plus rarement de la
chaine lourde sont alors enclenchés. Ce processus a pour but de modifier le BCR jusqu’a ce qu’il
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ne soit plus auto-réactif ou que le réarrangement ne puisse continuer faute de segment génique
disponible. Cependant, ce processus peut échouer a présenter un BCR non auto-réactif et un
programme de mort cellulaire appelé "délétion clonale" est induit. Ce programme se met en
place suite a I'absence de réception de signaux de survie notamment causés par la non-
expression du BCR et de récepteurs de BAFF. En conséquence, le programme d’apoptose médié
par la voie dite intrinséque, mettant en jeu la mitochondrie, est mis en place dans ces cellules. Le
facteur de transcription FOXO est notamment impliqué dans I'induction de I'apoptose. Il promeut
I’expression du facteur pro-apoptotique BIM, capable d’inhiber I'activité des protéines anti-
apoptotiques de la famille BCL-2. De maniére intéressante, la délétion clonale peut également
avoir lieu en périphérie. Environ 40% des LB sortant de la MO ayant migré dans la rate, dit LB
transitionnels, sont autoréactifs alors que ce chiffre tombe a 20% lorsque les LB atteignent le
stade mature (Yurasov et al., 2005). La délétion clonale a cette étape est donc nécessaire afin
d’éliminer les LB auto-réactifs reconnaissant des antigénes retrouvés uniqguement en périphérie
(Russell et al., 1991 ; Jacobi et al., 2005). Au cours de leur maturation, la sensibilité a I'apoptose
induite par la reconnaissance d’un antigene est fortement réduite et les LB auto-réactifs restants
sont inactivés par d’autres mécanismes.

3.2.2/ Tolérance périphérique

Malgré I'efficacité de I'édition du BCR et de la délétion clonale, des LB auto-réactifs
réussissent a sortir de la MO et a atteindre la périphérie. L’élimination ou I'inactivation de ces
clones est possible grace a la délétion clonale en périphérie mais aussi grace a 'anergie et
I'ignorance (Figure 20).

L'anergie est un mécanisme mettant la cellule dans un état d’inactivation méme en
présence de son antigene. Ce phénomeéne est causé par une exposition prolongée du LB face a
son antigene. Des modeéles murins ont été développés afin de montrer que c’est la nature de
I’antigéne et non son affinité pour le BCR qui conduit a I'anergie ou la délétion clonale. Les souris
transgéniques MD4 possédent des LB avec un BCR unique (IgHEL) reconnaissant avec une haute
affinité I'antigéne HEL (Hen Egg Lysozyme). L'un des modeles murins développés exprime la
protéine HEL sous forme membranaire (mHEL) (KLK3) tandis qu’un autre exprime HEL sous forme
soluble (sHEL) (MD5) (Goodnow et al., 1988 ; Hartley et al., 1991). Les LB des souris transgéniques
IgHEL:mHEL (MD4xKLK3) sont éliminés dans la MO par la délétion clonale alors que dans le
modele IgHEL:sHEL (MD4xMD5), les LB autoréactifs continuent leur migration en périphérie.
Toutefois, ils présentent un phénotype anergique caractérisé par une baisse de I'expression de
I'lgM a la membrane et ne sont pas capables d’induire la production d’autoanticorps contre la
protéine HEL. En plus de présenter une réduction de I'expression du BCR, on retrouve une
augmentation des phosphatases inhibitrices comme SHP-1 ou SHIP-1 au niveau du complexe
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protéique du BCR des cellules anergiques (Getahun et al., 2016). Le recrutement de ces molécules
permet de maintenir un état d’inactivation du LB par la déphosphorylation des molécules de la
signalisation du BCR.

LB reconnaissant une LB reconnaissant LB reconnaissant
LB non-autoréactif molécule du soi une molécule du soi falb]ement une
membranaire soluble molécule du soi

Apoptose ou génération .
LB Mature s IBnBn=aLtoré aciif Anergie Ignorance

Figure 20 : Mécanisme de tolérance des LB
Selon la nature de I'antigene et sa concentration, les LB auto-réactifs sont éliminés par
différents mécanismes de tolérance. (Adapté de Murphy et al., 2008)

Malgré le fait que les cellules anergiques réussissent a migrer jusqu’en périphérie, la
plupart ne réussit pas a aller dans les follicules, lieu de rencontre des LTfh. En effet, le processus
d’anergie induit une baisse de I'expression du récepteur CXCR5 reconnaissant la chimiokine
CXCL13 permettant aux LB d’intégrer les follicules (Seo et al., 2002 ; Ekland et al., 2004). Ce
mécanisme est appelé I'exclusion folliculaire. Les LB anergiques présentent également une survie
réduite estimée a 4 jours contre environ 40 pour des LB folliculaires non auto-réactifs (Fulcher et
al., 1994). Certaines molécules médiant la survie des LB comme BAFF sont limitées en périphérie
et créent une compétition entre les cellules. En I'absence de stimulation, les LB anergiques
expriment moins de récepteurs tels que BAFF-R et sont défavorisés en contexte compétitif
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(Lesley et al., 2004 ; Thien et al., 2004). Par ailleurs, la stimulation chronique du BCR des LB auto-
réactifs par leurs auto-antigénes conduit a une hausse de I'expression de la protéine pro-
apoptotique Bim, ce qui créé alors un besoin accru de la cellule en BAFF.

Les cellules ayant une interaction faible avec un antigene du soi sont ignorées en raison
de la faible affinité de leur BCR ou de la faible concentration d’antigene accessible aux stades B
immatures et transitionnels (Pillai et al., 2011). Ces LB restent viables dans la périphérie et
continuent leur maturation dans la rate en LB MZ ou FO. Toutefois, dans des conditions
inflammatoires ou lorsque I'antigéne devient accessible ou présent dans des fortes
concentrations, ces LB peuvent s’activer. En effet, contrairement a I'état d’anergie, I'ignorance
ne conduit pas a l'inactivation des cellules. Lorsqu’elles sont activées, ces cellules B a faible
affinité peuvent étre converties en LB a haute affinité par le processus d’hypermutation
somatique. Ces cellules sont potentiellement auto-réactives et présentent un risque d’induire
une rupture de tolérance.

Toutefois, des mécanismes de tolérance au sein des centres germinatifs permettent
d’éviter I'activation des LB auto-réactifs. En effet, il a été montré chez la souris que, lors de la
rencontre d’un LB du centre germinatif produit lors d’une réponse primaire avec un auto-
antigéne entrainant une réaction croisée, la cellule impliquée migre hors de la zone riche en FDC
et LTfh du centre germinatif et entre en apoptose suite a cette rencontre (Shockat et Goodnow.,
1995; Han et al.,, 1995). L'occupation chronique des auto-antigénes sur les sites de
reconnaissances du BCR conduit a une diminution de I'expression du BCR a la surface et a une
baisse de I'expression de molécules comme LFA-1 et le CMH-II, diminuant respectivement les
interactions avec les FDC et les LTfh (Alabyev et al., 2007 ; Goodnow et al., 2010). En
conséquence, les LB auto-réactifs recoivent moins de signaux favorisant leur prolifération et leur
survie comme le CD40L, I'lL-4, I'lL-21, ICOS, etc. (Shockat et Goodnow., 1995, Allen et al., 2007).
Par ailleurs, les LTfh sélectionnent les LB reconnaissant le méme antigene. Or, les LT sont
également soumis a des mécanismes de tolérance permettant I’élimination des LT auto-réactifs.
En conséquence, les probabilités qu’un LT et un LB reconnaissant le méme auto-antigene aient
réussi a échapper aux mécanismes de tolérance T et B, sont extrémement faibles. Cela s’illustre
notamment avec le nombre tres faible de personnes infectées par la bactérie Campylobacter
jejuni développant le syndrome de Guillain-Barré, di a une réaction croisée entre les antigenes
du pathogene et des composants du nerf périphérique. En effet, seulement 1 personne sur 1000
développe les auto-anticorps caractéristiques de la maladie suite a cette infection montrant ainsi
I’efficacité des mécanismes de tolérance (Wim ang et al., 2004 ; Nyati et al., 2013). De plus, les
FDC sont également impliqués dans ce processus de sélection des LB dans les centres germinatifs.
Les FDC présentent les antigénes par I'intermédiaire du systeme du complément aux LB du centre
germinatif (Fisher et al.,, 1998 ; Heesters et al.,, 2013). Les FDC favorisent la survie du LB
reconnaissant I'antigene présenté en produisent de I'IL-6 et du BAFF (Wu et al ., 2006 ; Reijm et
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al., 2020). Néanmoins, la plupart des auto-antigenes n’activent pas le systeme du complément
et ne sont donc pas présentés par les FDC aux LB auto-réactifs des centres germinatifs (Yau et al.,
2013). Par conséquent, les LB auto-réactifs ne recoivent normalement ni de signaux de
costimulation de la part des FDC et ni des LTfh.

3.3/ Réle pathologique des lymphocytes B dans le lupus

Les LB sont souvent placés au centre de la physiopathologie du lupus car ils sont
responsables de la production des auto-anticorps caractéristiques de la maladie. L'utilisation de
modeles murins et I'efficacité de traitements visant les LB ont effectivement montré que ces
cellules jouaient un role primordial dans le lupus.

Dés les années 1980, Steinberg et al. ont montré que la déplétion de la majorité des LB
par la mutation du gene xid, induisant I'inactivation de BTK qui est essentiel au développement
des LB, réduisait fortement le phénotype auto-immun dans deux modeles de souris lupiques :
(NZB X NZW)F1 et MRL-Ipr/lpr (Steinberg et al., 1982 ; Steinberg et al., 1983). La perte des LB
dans ces modeles induit une baisse des anticorps anti-ADN, de I'atteinte rénale et une
amélioration drastique de la survie des souris (Figure 21). Néanmoins, les travaux de Reininger
et al. ont permis de mettre en avant le réle intrinseque des LB dans le développement du lupus
chez la souris. lls ont montré que le transfert d’'une lignée cellulaire de Pre-B foetaux établie a
partir de cellules provenant du modele lupique (NZB X NZW)F1 dans une souris SCID, sans LT et
LB, induisait la production d’anticorps anti-nucléaires et de symptomes auto-immuns (Reininger
etal., 1992).

Ces derniéeres années, des traitements visant spécifiquement les LB ont été étudiés pour
le LES. Parmi eux, le rituximab est un anticorps monoclonal ciblant la protéine CD20, exprimée
sur les LB du stade pre-B au stade mémoire. Ce traitement permet |"élimination des cellules
CD20+ par I'induction de I'apoptose, de la phagocytose, du complément et de I’ADCC (Seyfizadeh
et al., 2016). Cependant, les plasmocytes, cellules productrices d’anticorps, n’expriment pas la
molécule CD20 et ne sont alors pas éliminés par ce traitement. Par ailleurs, le rituximab n’a pas
recu d’autorisation de mise sur le marché pour le lupus. Un autre traitement nommé Belimumab
visant cette fois-ci le facteur de survie BAFF a été accepté par la FDA (Food and drug adminisation)
et est prescrit pour les patients présentant des autoanticorps et une activité élevée de la maladie
malgré la prise de traitement standard (Blair et al., 2018). Ces traitements sont prometteurs pour
les patients ne répondant pas aux thérapies classiques et mettent en avant I'importance des LB
dans la physiopathologie du lupus.
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Ficure | Effect of rid/xid upon spontaneous anti-ssDNA. Coutrol (NZB x NZIW)F, «xid/ +
mice (open circles, dashed line) developed anti-ssDNA by 4 mo of age. There was a progressive
increase until 6 mo of age. Thereafter, the anti-ssDNA varied, but remained high. In individual
mice, anti-ssDNA fell just before death, In contrast, the (NZB X NZW)- xid/xid mice made
very little anti-ssDNA. Their values were not elevated at 1 yr of age {data not shown). Although
a few xid/xid mice made anti-ssDNA, the groups were significantly different, P < 0.01, at all
ages starting at 4 mo. A total of 64 zid/xid mice were studied at all points, A total of 62 xid/
+ mice were studied through 6 mo of age; 59 =id/+ mice were studied at 7 mo and 50 xid/
+ mice at § mo of age.

3.3.1/ Dérégulation des lymphocytes B chez les patients

a- Altération de la répartition des sous-populations de LB

De nombreuses anomalies des LB ont été reportées chez les patients avec un LES. Dans
un premier temps, on observe une rupture de tolérance des LB avec une augmentation des LB
auto-réactifs sortant de la MO et des LB auto-réactifs matures (Figure 22). Les LB transitionnels
reflétant le répertoire des LB sortant de la MO, la hausse de la fréquence de LB auto-réactifs a ce
stade indique un défaut de la tolérance centrale tandis que les anomalies observées au stade
mature sont le reflet en partie des défauts de la tolérance périphérique (Wardemann et al.,
2007). Les patients avec un LES en rémission clinique (SLE-CR) continuent de présenter un biais
dans leur répertoire de cellules B ce qui pourrait expliquer les apparitions de poussées méme
sous traitement.
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Figure 22 : Fréquence des LB auto- et
poly-réactifs chez les patients avec un
LES

Des anticorps monoclonaux clonés a
partir de LB isolés chez I'Homme a
différents stades de différenciation ont
été testés pour leur auto-réactivité par
ELISA avec des antigénes de lignée Hep-
2 humaines (A) ou pour leur
polyréactivité (B). Des échantillons
provenant de patients atteints de
polyarthrite rhumatoide (RA) et de
patients avec un lupus en rémission
(SLE-CR) ont également été testés.
Chaque point représente un donneur et
les lignes horizontales indiquent les
moyennes. Le nombre d’anticorps testé
dans chaque population de LB est en-
dessous des graphiques.

(Wardemann et al., 2007)

Deuxiemement, la proportion de LB est fréquemment réduite chez les patients et ils

présentent des dérégulations de la répartition des sous-populations de LB. Le réle des LB B1 dans

le lupus est encore mal connu. Toutefois, une expansion d’une population de LB B1 CD11b+ a été

retrouvé chez les patients lupiques et présentent un phénotype particulier comparé au LB Bl

CD11b-. Ces cellules produisent spontanément moins d’anticorps de type IgM mais expriment un

plus haut niveau de la protéine de costimulation CD86 (Griffin et al., 2011). Cette sous-population

particuliére est également capable de promouvoir la prolifération de LTCD4+ in vitro. Ainsi, ces

LB pourraient favoriser I'activité des LTCD4+. Toutefois, les caractéristiques et fonctions des LB

B1 sont encore mal comprises puisque des résultats contradictoires ont été obtenus chez la

souris. D’une part, I’élimination des LB B1 du péritoine dans le modéle de souris lupique NZB/W

F1 favorise la diminution des symptomes relatifs a 'auto-immunité alors qu’une autre étude sur

ce méme modele murin propose que LB B1 joueraient un role protecteur (Sang et al., 2014).
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Le réle d’une autre population de LB, les LB MZ, reste également flou a I’'heure actuelle.
Dans certaines pathologies auto-immunes comme le syndrome Sjogren, la fréquence des LB MZ
est augmentée. Toutefois dans le lupus, seuls les modéles murins nous apportent des
informations sur leurs fonctions. Ces cellules sont expandues dans plusieurs modéles de souris
lupiques, que ce soit ceux développant un lupus spontané suite a leur fond génétique comme les
NZB et NZB/W (20% de LB MZ contre 7% chez les BALB/C contrdle) et les souris transgéniques
produisant une grande quantité de BAFF (environ 20 % contre 8% chez les contrbles) ou des
modeles de lupus induits par I"administration d’cestrogenes (20% contre 8% chez les BALB/c)
(Amano et al., 2003 ; Palm et al., 2021). Dans certains de ces modeéles murins, les LB MZ peuvent
produire jusqu’a 25 fois plus d’anticorps IgM anti-ADN que les LB non-MZ (Zeng et al., 2000).
Néanmoins, d’autres modeéles présentent une baisse des LB MZ comme chez les souris
transgéniques avec une perte d’expression d’lkaros au stade mature (1% contre 7%) ou le modéle
BXSB.Yaa (1% contre 6% chez les controles) (Amano et al., 2003 ; Schwickert et al., 2019).
Finalement, le role des LB MZ semble varier selon le modele étudié et leur influence dans le lupus
doit encore étre élucidée, notamment chez les patients.

On retrouve également chez les patients une augmentation de la proportion des LB
mémoires (CD19+ CD27+) relative a la baisse de la part des LB naives (lwata et al., 2016). Une
sous-population mémoire (IgD-CD27-) est augmentée chez les patients et son expansion est
associée a une hausse de l'activité de la maladie et a une atteinte rénale. En effet, ces cellules
peuvent étre activées plus rapidement du fait que les LB mémoires ont un seuil d’activation plus
bas et qu’elles ont déja passé les check-points de tolérance (Doérner et al., 2009).

Le nombre de plasmablastes et plasmocytes est élevé chez les patients comparés aux
individus sains. L'expansion des cellules productrices d’anticorps est proportionnelle a I'activité
de la maladie. Toutefois, une hausse de la production d’auto-anticorps chez les plasmablastes est
associée au LES tandis que pour les plasmocytes a longue durée de vie produiraient les auto-
anticorps généralement retrouvé dans le lupus comme les anticorps anti-Sm, -Ro ou -La
indépendamment de I'activé de la maladie (Dorner et al., 2009).

Enfin, ces derniéres années, une nouvelle population de LB, augmentant avec I'dge et
retrouvée dans des modeles murins lupiques et chez les patients, est au centre de nombreuses
recherches. Ces cellules nommées "ABC" pour Age-associated B Cells forment une population
hétérogene se distinguant par I’expression des marqueurs suivant :CD19+, CD21-, CD11c+, Thet+
chez la souris et CD19+ ,IgD- ,CD27-, CXCR5- ,T-BET+ chez I’'Homme (Sachinidis et al., 2020). On
retrouve une élévation de cette population dans d’autres pathologies auto-immunes comme le
syndrome de Sjogren, la maladie de Crohn, la sclérose en plaque mais aussi dans certaines
infections. Dans un contexte inflammatoire, les ABC proliférent rapidement et produisent des
anticorps potentiellement auto-réactifs. De plus, elles favorisent la présentation de I'antigéne au
LTCD4+ et de ce fait, la formation des centres germinatifs. De maniere intéressante, les ABC
répondent faiblement a la stimulation du BCR alors qu’elles sont activées suite a la stimulation
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des TLR7 et TLR9. La délétion de I'expression de T-bet chez les LB, facteur de transcription clé des
ABC, montre une amélioration des symptomes auto-immuns dans des modeles murins (Rubtsova
etal., 2017). L’élimination de cette population par des thérapies constitue une piste prometteuse
pour le développement de nouveaux traitements dans les pathologies auto-immunes.

b- Dérégulation des voies de signalisation des LB

Parallelement aux altérations dans la répartition des sous-populations des cellules B, les
LB des patients présentent un phénotype hyperactivé. Cela se traduit par une élévation du flux
calcique et du niveau de phosphorylation des molécules de signalisation de maniére spontanée
ou en réponse a la stimulation du BCR chez les LB de patients comparés a ceux venant de
controdles sains (Liossis et al., 1996). Des analyses de kinome, permettant d’évaluer le niveau
d’expression et d’activité des kinases, ont mis en avant que le niveau d’activation de certaines
kinases jouant un role clé dans le controle des LB était profondément modifié chez les patients
atteints de LES (Taher et al., 2010). On retrouve notamment une élévation de l'activité des
protéines de la voie PI3K/AKT, ainsi qu’une baisse chez certains patients de I'activité de
phosphatases comme SHIP. De plus, I'activation de la protéine FAK est diminuée. Cette kinase
est un régulateur négatif de RhoA impliqué dans la migration des LB (Pirone et al., 2006 ; Cuesta-
Mateos et al., 2012). Par conséquent, la réduction de I'activité de FAK (Focal adhesion kinase)
favorise la migration des cellules B par I'augmentation de RhoA. Par ailleurs, I'"hyperactivation
des LB des patients peut s’expliquer par un défaut de I’expression de la tyrosine kinase inhibitrice
LYN ou des récepteurs inhibiteurs comme FcyRIl, CD72 et CD22, un défaut de I'activité de la
phosphatase PTEN (Phosphatase and tensin homolog), ou encore une surexpression de la
molécule de costimulation comme CD19 (Flores-Borja et al., 2005 ; Kil et al., 2013 ; Wu et al.,
2014).

3.3.2/ Réle pathogénique des LB dans le LES

Les cellules B sont des initiateurs et effecteurs important de la réponse immunitaire en
temps normal. Dans le cadre de pathologies auto-immunes, les LB remplissent les mémes roles
mais cette fois-ci, leur arsenal cible les auto-antigenes.

a- en tant que cellules productrices d’auto-anticorps

Les auto-anticorps, et particulierement les anticorps anti-ADNdb, sont au centre de la
pathologie. Des études chez la souris ont montré que le transfert passif de certains anticorps anti-
ADN suffisaient a induire I"apparition de symptémes (Ehrenstein et al., 1995 ; Gaynor et al.,
1997). Les anticorps anti-ADNdb sont présents chez 70% des patients atteints de LES alors qu’ils
sont retrouvés dans moins de 0,5% des autres pathologies auto-immunes (Giles et al., 2013). Les
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auto-anticorps apparaissent le plus souvent avant I'apparition des signes cliniques (Arbuckle et
al., 2003). Bien qu’on retrouve des auto-anticorps également chez les individus sains, les auto-
anticorps détectés chez les patients sont quasiment spécifiques au LES comme les anticorps anti-
ADNdDb, anti-Sm, anti-phospholipide et anti-ribosomes. Contrairement a d’autres maladies auto-
immunes, une importante diversité d’auto-anticorps est présente dans le lupus. Plus de 180 auto-
anticorps ont été identifiés dont 24 corrélant avec une progression de la maladie contre 4 qui
seraient protecteurs (Table 3) (Yaniv et al., 2015). Les auto-anticorps produits vont former des
complexes immuns en s’associant avec leur antigéne cible. lls déclenchent une réaction
inflammatoire notamment par |'activation du complément induisant des dommages tissulaires.
Leur présence est souvent corrélée a I'activité de la maladie et particulierement a la néphrite
lupique. Il s’agit d’une inflammation du rein retrouvée chez 30% des patients se traduisant par
une protéinurie positive dans les urines et pouvant conduire a une insuffisance rénale nécessitant
une greffe. Les complexes immuns circulant se déposent dans certaines structures du rein
comme les glomérules conduisant a une inflammation nommée "glomérulonéphrite" (Nowling
etal., 2011). Par un mécanisme de réaction croisée, certains anticorps réagissent contre d’autres
protéines notamment certaines présentes dans les glomérules. Une étude chez la souris a montré
gue des anticorps antinucléaires ont la propriété d’interagir avec I'a-actinine retrouvée en
abondance dans le rein (Zhao et al., 2005). Certains anticorps conduisent a I'apparition de
symptomes spécifiques comme les anticorps ciblant les globules rouges et qui sont a |'origine
d’anémie hémolytique auto-immune. Néanmoins, tous les anticorps retrouvés dans le lupus
n’ont pas tous un role pathogene. Les anticorps de type IgM anti-ADN pourraient méme jouer un
réle protecteur (Witte et al., 2008).
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Auto-anticorps associés a une Auto-anticorps associés a
haute activité du LES une
faible activité du LES
Adenosine deaminase Tumor necrosis factor
Alpha actinin Anti-idiotypes
Alpha 1,6 glucan La (SS-B)
Apolipoprotein Al Prolactin
Beta-2-microglobulin
C1 inhibitor
ciQ
Collagen-like region of C1Q
dsDNA
Endothelial cells
Entactin
HMG17
Histones hnRNP-heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
particles
Idiotypes
JA
Ki
Laminins
N-homocysteinylated albumin
Nucleosides/nucleotides
Nucleosomes
Poly (ADP-ribose) polymerase
Proteasome 20S
Serum amyloid component P
Z-DNA

Tableau 3 : Auto-anticorps associées au niveau d’activité du LES
(Adapté de Yaniv et al., 2015)

b- en tant que cellules présentatrices d’antigenes et productrices de cytokines

Le r6le des LB sur le LES en tant que cellules présentatrices d’antigenes et productrices de
cytokines a été démontré dans des modeles lupiques murins. D’une part, 'absence de LB dans
ces modeles induit une réduction du nombre de LT mémoires et de I'activation des LT CD4+ et
CD8+ (Shlomchik et al.,, 1994). Les LB permettraient alors d’induire I'activation et la
différenciation des LT dans un contexte lupique. D’autre part, un modele murin lupique
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transgénique a été généré ou les LB sont présents mais incapable de sécréter des anticorps.
Malgré I'absence d’immunoglobulines circulantes, ces souris développent une néphrite et
présentent une survie réduite (Chan et al.,, 1999). Les LT dans ce modeéle présentent un
phénotype activé et une augmentation des LTCD4+ mémoires. Ces travaux montrent que les
cellules B contribuent a la pathogenése auto-immune indépendamment de la production des
anticorps. Le role exact des différentes cytokines produites par les LB dans le LES reste encore
flou. Les cellules B participent a I'inflammation via la sécrétion d’IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y et de TNF-
o mais elles peuvent aussi réduire I'inflammation par la production d’IL-10. Cependant, le réle de
I'IL-10 dans le lupus demeure controversé. De maniere surprenante, le blocage d’IL-10 par un
anticorps monoclonal réduit I’activité de la maladie chez certains patients (Llorente er al., 2000).
De plus, un polymorphisme favorisant la production de I'IL-10 est associé au LES (Chong et al.,
2004).

3.3.3/ Variants associés a une dérégulation des lymphocytes B dans le LES
a- Le role de la signalisation BCR dans la prédisposition au LES

La signalisation BCR est nécessaire pour la survie des LB immatures de la MO et matures
en périphérie par I'induction d’un signal de survie par les voies PI3K/Akt et NF-kB. A I'inverse, une
forte activité du BCR favorise I'apoptose des LB immatures de la MO et transitionnelles de la rate.
L'induction de la signalisation BCR, a un niveau intermédiaire au stade immature, fournit un signal
tonique optimal pour la survie de la cellule.

Dans un premier temps, la majorité des recherches ont montré que I'augmentation de la
signalisation du BCR pouvait induire I'auto-immunité. Des polymorphismes induisant une
surexpression de BANK1 sont notamment associés a une augmentation du flux calcique et de
I'activité de PLCy2 (Gdmez Hernandez et al., 2021). De plus, des mutations dans le gene codant
pour la protéine WAS, responsable du syndrome de Wiskott-Aldrich, entrainent une signalisation
légérement améliorée en aval du BCR et des TLRs. Les LB transitionnels avec un défaut de WAS
chez la souris montrent des capacités prolifératives améliorées (Kolhatkar et al., 2015). On
retrouve également des polymorphismes associés a une baisse d’activité de la kinase régulatrice
LYN (Lu et al., 2009). Chez la souris, la délétion intrinséque du géne codant pour Lyn conduit au
développement d’un lupus spontané. En particulier, les LB ayant un défaut de Lyn présentent
une augmentation du flux de calcium suite a la stimulation du BCR expliquée probablement par
le role du Lyn dans la transmission du signal de récepteurs inhibiteurs comme CD22 ou par le
récepteur FcylIB (Brodie et al., 2018). Enfin, un variant de PTEN a également été identifié et
pourrait également induire une hausse de I'activité de la signalisation du BCR (Al-Mayouf et al.,
2020). PTEN est une phosphatase qui limite la signalisation de la voie PI3K en convertissant le
PIP3 produit par la PI3K en PI(4,5)P2. La voie PI3K/AKT joue un rdle clé dans la tolérance centrale
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et périphérique. Comme vu dans le chapitre 3.2.1, cette voie induit un signal tonique qui favorise
la sélection positive de LB immatures dans la MO ayant réussi a assembler un BCR fonctionnel
mais non auto-réactif. Un équilibre approprié de I'activité PI3K et PTEN est nécessaire pour
induire la sélection positive, I'édition du BCR ou la délétion clonale selon la réactivité aux
autoantigenes des LB immatures de la MO. En périphérie, PTEN est également impliqué dans
I’'anergie des LB. Chez 'Homme, son expression est élevée dans les LB anergiques d’individus
sains et son inhibition restaure une réponse normale des LB (Wu et al., 2014). Dans le modeéle
murin IgHEL:sHEL décrit dans le chapitre 3.2.2, le niveau d’expression de PTEN est également
augmenté dans les LB anergiques et la perte de son expression entraine une perte de tolérance
dans ce systéme (Bacalao et al., 2021). D’autre part, la stimulation du BCR, du CD40 et de certains
TLR engage la voie de signalisation menant a la PI3K qui module la réponse B. Notamment, une
forte activité de la PI3K dans les LB limite la commutation isotypique. On notera également que
la voie PI3K est essentielle dans la survie des LB. Les LB n’exprimant plus de BCR au stade mature
présentent une baisse de leur survie ; mettant ainsi en avant le réle essentiel de la signalisation
BCR dans le maintien des LB matures. Or, I'activation constitutive dans ces LB de la PI3K permet
de restaurer la survie des LB (Srinivasan er al., 2009). En somme, |’activité de la PI3K et de PTEN
s’alternent et s’équilibrent au cours de la réponse du LB. Cependant, I'altération de cet équilibre
est associée au LES puisqu’on retrouve chez certains patients, une élévation de la voie PI3K et
une baisse de I'expression de PTEN dans les LB.

Dans un deuxiéme temps, des études ont montré que, a I'opposé d’une augmentation de
la signalisation du BCR, une diminution était associée au LES. Dans la mesure ou la sélection
négative des LB immatures de la MO dépend de la signalisation du BCR, une réduction de cette
signalisation permet I'échappement des LB auto-réactifs qui peuvent migrer alors en périphérie.
Ce processus est notamment illustré par les anomalies de la tyrosine kinase BTK, jouant un réle
central dans la signalisation BCR. Les patients avec un défaut de BTK sont atteints d’une
immunodéficience appelé agammaglobulinémie. Les patients atteints par cette pathologie
présentent un répertoire de cellules B enrichi en clones auto-réactifs (Ng et al., 2004). De plus,
un variant de PTPN22 a été identifié et également associé a une diminution de la signalisation du
BCR. PTPN22 est une phosphatase inhibant la signalisation du BCR et du TCR. Dans la signalisation
BCR, PTPN22 induit la déphosphorylation de protéines proximales du BCR comme les kinases de
la famille SRC. Un polymorphisme de ce géne entrainant un gain de fonction, R620W, a été
associé a plusieurs pathologies auto-immunes. Les souris porteuses d’un variant analogue au
variant PTPN22 humain présentent des altérations des LB notamment une résistance a
I’apoptose et développent des signes d’auto-immunité. En outre, chez la souris greffée de cellules
souches hématopoiétiques humaines, I'expression intrinséque de I'allele R620W est suffisante
pour altérer la tolérance des LB.
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En résumé, la dérégulation de la signalisation du BCR peut favoriser le développement du
LES par différents processus (Figure 23). D’une part, I'augmentation de la signalisation du BCR
favorise I'activation des LB auto-réactifs ayant réussi a atteindre la périphérie. D’autre part, les
altérations atténuant la signalisation du BCR permettent aux LB immatures ou transitionnelles
auto-réactifs d’échapper a la sélection négative et de devenir des cellules immunocompétentes
pouvant contribuer a la pathogenése du lupus.

Diminution de la Niveau standard dela Augmentationde la
signalisation BCR signalisation BCR signalisation BCR

A

Augmentation de
I'autoréactivité dua un
seuil d'activitation plus
faibledes LB
Taux immunocompétents

« normal » d’autoréactivité
sans développementde

Augmentation de maladies autoimmunes
I'autoréactivité du a

une altération du
répertoire naif

Figure 23 : Conséquence de la dérégulation du niveau d’activité du BCR
(Adapté de Nashi et al., 2010)
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b- Autres variants relatifs aux LB dans la prédisposition au LES

Bien que la signalisation BCR joue un role central dans le développement et la réponse B,
d’autres voies de signalisation sont impliquées dans ces processus. L'identification des variants
participant a ces voies et associés au lupus a souligné leur importance.

D’une part, des polymorphismes de certains TLR ont été associés au LES (Shen et al.,
2010 ; Zhou et al., 2010). Récemment, une mutation provoquant un gain de fonction de TLR7 a
notamment été identifiée comme causale dans un LES monogénique (Brown et al., 2022). Dans
un premier temps, les TLR ont été incriminés pour le réle dans la production d’IFN-I. Toutefois,
ces récepteurs ont une place centrale chez les LB, notamment TLR7 et TLR9, puisqu’ils coopérent
avec la signalisation du BCR (vu dans le chapitre 3.1.2.c). Pour rappel, les ligands de TLR7 et TLR9
sont respectivement I’ARN monocaténaire et I’ADN riche en CpG non méthylé. Dans le lupus, le
haut niveau d’inflammation entraine des dommages tissulaires conduisant notamment a un
exceés d’ADN et d’ARN dans l'espace extracellulaire. Les LB auto-réactifs reconnaissant ces
molécules, ayant échappé aux processus de tolérance, peuvent étre activés par le BCR et les TLR7
ou TLR9 de facon T-indépendante et devenir pathogénique. D’autre part, des variants de CD40
ont été identifiés chez des patients avec un LES (Bae et al., 2019). De maniere intéressante, il a
été montré que les patients avaient également une augmentation de I'expression de CD40L et
CD40s. L'induction de la voie de signalisation du CD40 promeut la survie des LB matures et
permet de favoriser le maintien des LB auto-réactifs en périphérie. De plus, les patients
présentent également un exces de production de BAFF qui favorise également la survie.
Néanmoins, aucun polymorphisme dans les genes codant pour BAFF ou ses récepteurs n’a été
associé au lupus. Toutefois, des mutations hétérozygotes dans le géne codant le récepteur TACI
sont associées a I'immunodéficience commune variable avec des manifestations auto-immunes
(Romberg et al., 2013). De plus, les souris transgéniques surexprimant BAFF développent un
phénotype auto-immun (Groom et al., 2007).

D’autres polymorphismes altérant la réponse B ont également été associés au LES (Karrar
et al., 2018). Certains variants sont retrouvés dans des génes impliqués dans le développement
des LB a des stades précoces, comme IKZF1 et IKZF3 (Cai et al., 2014 ; Nieuwenhove et al., 2018).
Comme mentionné dans le chapitre 2.6, des mutations de /KZF1 peuvent induire un lupus
monogénique. Toutefois, les mécanismes par lesquels les variants peuvent favoriser la rupture
de tolérance B sont encore mal compris. Certains polymorphismes joueraient davantage sur les
LB matures. Par exemple, la baisse d’expression de ETS1 enrayerait la mise en place de I'anergie
tandis que des variants dans des génes codant pour le CMHIl comme HLA-DRB1, DQA1, et DQA2
favorisaient la reconnaissance d’autoantigenes (Sullivan et al., 2000 ; Castafio-Rodriguez et al.,
2008 ; Russel et al., 2015 ; Selvaraja et al., 2015). Enfin, des polymorphismes ont une influence
sur la différenciation des LB en cellules mémoires et en plasmocytes a longue durée de vie. Par
exemple, les variants identifiés de P2RY8 perturbent les mécanismes d’hypermutation somatique
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et de commutation isotypique tandis que des polymorphismes de OX40L favorisent |'interaction
entre les LB et les LTCD4+ (He et al., 2014 ; Jacquemin et al., 2015)

Pour conclure, nous avons vu que, intrinséquement et par leurs différentes fonctions, les
LB peuvent induire un lupus. La dérégulation du seuil d’activation des LB, causée par des
altérations dans la signalisation sous-jacente au BCR, aux TLR, aux récepteurs CD40 et BAFF, peut
mener a la rupture de tolérance. Cela souligne également que la signalisation des LB est en
équilibre constant grace a I'action de molécules activatrices et inhibitrices permettant de fournir
une réponse mesurée et adéquate ; toutefois modifier cet équilibre peut impacter les LB a la fois
dans leur développement et leur fonction.
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4 — DEFICIT DE LA PROTEINE PKC-§: Une cause de lupus monogénique

Comme vu dans le chapitre 3.3.3, plusieurs mutations impliquées dans la rupture de la
tolérance des LB sont associées au LES. Certaines sont des polymorphismes prédisposant a la
maladie tandis que d’autres sont suffisantes pour induire le développement d’un LES. Parmi cette
derniére catégorie, nous avons évoqué les mutations de PRKCD dans le chapitre 2.6. Plusieurs
hypothéses ont été faites quant au mécanisme par lequel les mutations de PRKCD conduisent au
LES. Néanmoins, celui-ci n’est toujours pas élucidé. Notre équipe a identifié une mutation
homozygote de ce gene dans une famille suivie a Lyon. Une étude sur ces patients a été réalisée
afin d’évaluer I'impact de cette mutation notamment sur la biologie des LB. Les résultats de ces
travaux ont été publiés par Belot et al. (2013). Ils ont permis de mieux comprendre les
conséquences de la mutation sur I'expression et |'activité de PKC-6 et a étudier les anomalies des
LB chez ses patients. Cependant, beaucoup de questions subsistent au sujet de cette mutation et
I'un des buts de mon projet de thése est d’élucider le réle de cette mutation dans I’homéostasie
lymphocytaire B. Avant d’aborder plus précisément celui-ci, nous allons en premier lieu présenter
les données cliniques et biologiques de la famille avec cette mutation. En second lieu, une revue
de la littérature sera réalisée a propos de la protéine PKC-o. Finalement, nous décrirons les
conséquences d’un déficit en PKC-0 sur les différents types cellulaires chez I’'Homme et chez la
souris.

4.1/ Présentation de la famille avec la mutation G510S

Trois patients d’'une méme fratrie ont été diagnostiqués pour un LES selon les critéres de
I’ACR de 1982. Les caractéristiques des patients sont décrites dans le tableau 4. Les 3 membres
de la famille avec un LES sont originaires d’Europe du Nord et issus d’'une union consanguine
(Figure 24). Les parents sont en bonne santé et aucune pathologie auto-immune n'a été décelée
dans la famille proche. Etant donné qu’il s’agit d’une forme familiale de lupus et que les patients
ont commencé a développer des symptomes durant I'enfance, une analyse génétique par
séquencage d’exome a été réalisée. Une mutation homozygote de PRKCD (c.1528G>A; p.G510S)
a été identifiée chez les 3 membres de la famille avec un LES alors que les parents sont
hétérozygotes. La substitution ¢.1528G>A n’est pas retrouvée dans les bases de données de
dbSNP, ClinSeq et le projet 1000 génomes, ni dans le "Exome Variant Server" référencant les
alléles de ce gene parmi 13006 chromosomes controles. Les prédictions sur la fonctionnalité de
la protéine ont classé ce variant comme délétere (analyse SIFT) ou probablement dommageable
(analyse Polyphen). De plus, le résidu de G510, localisé dans la boucle d’activation de la protéine,
est fortement conservé a travers les especes jusqu’a la levure parmi les orthologues de PKC-6
suggérant un role important de cet acide aminé.
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Subject ¥-1 V-3 V-4 Iv-1
Age at sampling, years 24 & 13 44
Sex Female Female Male Female
PRECE mutationis) G3105/G5108 GS105/G5105 G3108/G5108 WIIGS105
Clinical manifestations
Auntoimmune disorder/S1LE Skin involvement, alopecia,  Skin involvement, autoimmune  Lupus nephritis, None
features lupus nephritis, arthritis, anemia, thromboecylopenia, dsDNA antibodies,
neurologic involvement, antiphospholipid syndrome, ANAs
dsDNA antibodies, lupus nephritis, CNS
AMNAs, low C3 and C4 vasculitis, dsDNA antibodies,
ANAs, low C3 and C4
Lymphoproliferative disease  Hepatomegaly Lymphadenopathy, None None
hepatosplenomegaly
Followup data Chronic cutaneous lupus, Ieath age 13 years (septic Asymplomatic with Asymplomatic
CNS vasculitis, chronic shock pseudomonas) treatment
renal failure
Immunalogic features
Lymphocyte count/pl 1,073 (1,270-3,230) T8 (2,000-2,700) LE61 (L4004, 170) 2,714 (1.270-3,230)
(normal range)
T cell population, % 21 (28-39) 9 ({36-43) 3T (30-43) 31 (28-39)
(normal range)
CD3+ 91 (61-80) 82 (65-80) T0 (59-77) 83 (61-30)
CDd+ 53 (33-52) 46 (30-45) 41 (29-45) 51(33-52)
CDE+ A (21-40) 34 (19-43) 27 (20-45) 45 (20-45)
CDE+CIM5RA+ ND 31 (55-67) 49 (55-67) ND
CIM+CD25+C27— 10 {4-10y NI 4.4(4-10) ND
Natural Killer 3(8-235) 10 (B-25) 19 (10-23) & (9-18)
CIS6+CDI6+ cells,
%o (normal range)
CD19+ B cells, % 4(9-18) 5 (10-20) 19 (10-23) & (9-18)
(normal range)
Immaiure B cells, 49 {5-18) NI 20 (D10 T(9-18)
CIN9+CD21—
Naive B cells, ND NI 93 (43-87) 55 (43-8T)
CIM9+CD2T-Igh+
Memory B cells, ND NI 2(14-46) 42 (14-46)
CIN9+CD2T+
T cell proliferation after
stimulation 10 cpm
{normal threshold)
With concanavalin A 12 (=10) Normal Bl (=10) ND
With PMA 36 (=10) Normal B8 (=10) ND
With antigen Normal ND ND
Tuberculin 23 (=10) Normal ND ND
Candidin T1(=10) Normal ND ND
Immunaglobulin, gm/liter
(normal range)
Igis 10.4 (6.76-12.6) 1210 {6.65-12.3) 112 (6.62-12.29) ND
IgA 3.43 (0.75-238) 069 (0.51-1.63) 104 (0L6-1.9) ND
IgM 1{0.71-2.02) L27(0.51-1.63) 0.8 (0.53-1.53) ND

* All thresholds and ranges are adjusied for age. PCKS = proiein kinase C§ SLE = systemic lupus eryihemaiosus; dsDNA = double-siranded DNA;
ANAs = antinuclear antibodies; CNS = central nervous system; NI = not done; PMA = phorbol myristate acetate.

Tableau 4 : Caractéristiques cliniques des patients de la famille avec la mutation G510S de

PRKCD
(Yaniv et al., 2015)
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Figure 24 : Arbre généalogique des patients avec la mutation de PRKCD

Les symboles pleins représentent les personnes avec un LES; les symboles ouverts
représentent les personnes asymptomatiques. La ligne diagonale indique que le patient est
décédé. (Belot et al., 2013)

Les modélisations par rayon X de PKC-0 ont notamment prédit que la substitution de la glycine
en sérine en position 1528 conduit a une perturbation de la boucle d’activation de la protéine
(Figure 25). L'expression de PRKCD au niveau ARN n’est pas impactée par la mutation puisque les
isoformes 1 et 2 sont exprimés a des niveaux similaires a I'allele de référence (Figure 26.A).
Toutefois, I'expression du mutant G510S de PKC-6 dans les cellules H157 et HEK293T a montré
gue la forme mutée de la protéine ne pouvait pas étre phosphorylée dans la boucle d’activation
de la protéine (T507). Cela entraine une diminution de la phosphorylation de certains sites
comme S645 et S662, indispensable a I'activation de PKC-§ (Figure 26.B). L'absence de
phosphorylation de certains résidus de PKC-5, a cause de la mutation ¢.1528G>A, réduit la
stabilité de la protéine, de sorte que la forme mutée de la protéine se dégrade plus rapidement
que la forme WT (Wild Type) aprées sa transfection dans des cellules H157 (Figure 26.C). De
maniére concordante, I'expression de PKC-6 chez les patients homozygotes pour la mutation
¢.1528G>A de PRKCD est diminuée dans les PBMC (cellules mononuclées du sang périphérique)
(Figure 26.D). Ces résultats indiquent que la mutation identifiée dans cette famille altere
I'expression de PKC-6 ce qui pourrait étre la cause de la pathologie en particulier a la lumiére des
données de la littérature. En effet, 14 autres patients de huit familles différentes diagnostiqués
pour un LES ou un ALPS sont répertoriés avec une mutation de PRKCD conduisant a un déficit de
la protéine. Les données cliniques et biologiques de ces patients sont regroupées dans le tableau
5.
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Figure 25 : Modélisation de la protéine PKC-6 au niveau du résidu G510
(Belot et al., 2013)
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Figure 26 : Effet de la mutation G510S sur I’expression de PKC-6

A/ Détection par RT-PCR de PRKCD et GAPDH provenant de I’ARN extrait des lignées cellulaires
lymphoblastiques (LCL) établies chez les membres de cette famille et les cellules HEK 293T. B/
Détection de la phosphorylation de résidus de PKC-6 et de substrat de PKC-6 : MARCKS et
Mark2. C/ Expression de PKC-6 WT ou avec la mutation aprés transfection et mesure de la
phosphorylation du résidu S645. D/ Mesure de I'expression de PKC-8 a partir de PBMCs de
patients et témoins (T1/T2). (Belot et al., 2013)
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4.2/ La protéine PKC-6

Les PKC constituent une famille ubiquitaire de sérine/thréonine kinases qui sont essentielles
a de nombreuses fonctions cellulaires, tels que |'apoptose, la prolifération, la survie, la
différenciation cellulaire, etc. Ces protéines appartiennent au grand groupe des kinases AGC
retrouvé dans le régne eucaryote. Depuis leur découverte a la fin des années 70, les PKC ont suscité
un énorme intérét scientifique se rapportant a plusieurs domaines d’études. Méme si les données
actuelles permettent une meilleure compréhension de leurs fonctions, I'implication spécifique de
chaque isoforme dans les processus physiologiques est encore mal comprise.

4.2.1/ Classification et structure de la famille PKC

La famille des PKC comprend 9 isoformes divisée en trois grandes classes: les PKC
conventionnelles (cPKC) composés de a, B et y, les nouvelles PKC (nPKC) avec n, €, & et 8 et les PKC
atypiques (aPKC) regroupant C et L. Toutes les isoformes partagent une organisation similaire avec
une région catalytique en C-terminale et une région régulatrice en N-terminale (Figure 27) (Newton
et al., 2018).

activation  turn  hydrophobic
pseudosubstrate loop motif motif
) v C1A CiB  C2 hinge \ \ /
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Avpcal e e @ @S
qt

regulatory modules kinase domain C tail

Figure 27 : Représentation schématique de la structure des protéines de la famille PKC

Les lettres Y/W dans les cercles jaunes représentent le résidu impliqué dans la reconnaissance
du DAG. Les lettres P représentent le site de phosphorylation de la boucle d’activation dans les
cercles roses, dans le "turn" motif dans les cercles oranges et dans le motif hydrophobe dans
les cercles verts (les aPKC ont un acide glutamique (G) a cette position dans le motif
hydrophobe). (Newton et al., 2016)
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Second messagers

Famille de PKC Ca2+ DAG
Conventionnelle (cPKC) : a, B ety + +
Nouvelle (nPKC) : n, €, 6 et B - ++

Atypique (aPKC) : et L - -

Tableau 6 : Activation des PKC

Cette derniéere est composée d’un domaine C1, présent dans toutes les isoformes de PKC. Le
domaine C1 offre un site de liaison pour le DAG. Néanmoins, il a perdu sa capacité de liaison a ces
ligands chez les PKC atypiques. Le domaine C1 est divisé en deux chez les isoformes cPKC et nPKC
avec C1A et C1B. Le domaine C1B des nPKC a une affinité plus élevée pour le DAG que celui des
cPKC, permettant aux nPKC de répondre suite a I’élévation de DAG tandis que les cPKC ont besoin
également de reconnaitre le Ca2+ (Tableau 6). Cette différence d’affinité est due a la modification
d’un acide aminé dans le domaine C1B. Lorsqu’il s’agit d’'une tyrosine comme chez les cPKC, I'affinité
pour le DAG est plus faible tandis que le tryptophane a cet endroit, retrouvé chez les nPKC,
augmente la fixation au DAG. Le domaine C2 est sensible au Ca2+ des cPKC et permet le recrutement
de la protéine a la membrane d’une part via la formation d’un pont entre le Ca2+ des cPKC et
certains phospholipides de la membrane et d’autre part par le PIP2. Chez les nPKC, le domaine C2
ne peut pas se lier au Ca2+ d(i a I'absence de certains résidus acides. Néanmoins, ce domaine permet
le recrutement de protéines avec un domaine SH2 reconnaissant les tyrosines phosphorylées des
nPKC. Le pseudo-substrat, quant a lui, est une courte séquence d'acides aminés présente dans les
trois sous-familles des PKC en mesure d'imiter le motif de reconnaissance du substrat et donc de
bloquer I'accés au domaine catalytique. Lorsque les PKC sont transférés a la membrane aprées leur
activation, le pseudo-substrat est relaché, permettant a I'enzyme de se lier a son substrat. Les aPKC
sont insensibles aux DAG et Ca2+ mais le domaine PB1 (Phox and Bem 1 domain) assure la liaison
avec des protéines partenaires. En ce qui concerne le domaine catalytique, il est tres conservé entre
tous les membres de la famille des PKC et partage une forte homologie avec d’autres
sérine/thréonine kinases. Enfin, les PKC possédent une queue C-terminale impliquée dans la
régulation de I'activité des PKC en facilitant la liaison a I'adénosine triphosphate (ATP), favorisant la
liaison a certains substrats et structurant la protéine pour permettre son activité enzymatique selon
sa conformation.

Pour étre sous forme active, les PKC doivent dans un premier temps étre phosphorylés sur
trois sites : la boucle d’activation située dans le domaine kinase, le motif hydrophobique et "turn"
dans la queue C-terminale. La phosphorylation de ces sites permet a la protéine de se lier au Ca2+
et DAG mais induit aussi une conformation inhibitrice du domaine kinase pour empécher I’activation
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basale de la protéine en I'absence des seconds messagers. La reconnaissance de ces derniers
conduit a la libération du pseudosubstrat et a I'activation des PKC ; qui peuvent alors phosphoryler
leurs protéines cibles. Les PKC retournent dans une conformation auto-inhibitrice en I'absence de
seconds messagers. La déphosphorylation des PKC rend la protéine sensible a sa dégradation par le
protéasome.

4.2.2/ Fonction générale de PKC-6

L'isoforme PKC-9 est exprimée de facon ubiquitaire et a été reliée a de multiples fonctions
selon le type cellulaire. En premier lieu, la protéine est associée a la régulation de la prolifération.
D’une part, PKC-0 promeut la prolifération notamment dans des cellules cancéreuses de type
mammaires métastatiques ou des cellules souches cancéreuses en partie par la voie MAPK
(Grossoni et al., 2007 ; Chen et al., 2014). A l'inverse, il a été démontré que PKC-6 inhibe Ila
croissance dans de nombreux types de cellules, y compris les fibroblastes, les cellules
endothéliales, les cellules gliales et les cellules musculaires lisses des voies aériennes. Dans ce cas
de figure, la protéine jouerait sur I'expression des facteurs qui influent sur la progression du cycle
cellulaire (Kronfeld et al., 2000 ; Steinberg et al., 2004 ; Liu et al., 2007). En deuxiéme lieu, PKC-
O exerce une fonction pro-apoptotique. La protéine est notamment activée par une variété de
stimuli conduisant a I'apoptose comme les rayons UV, le phorbol 12-myristatel12-acétate (PMA),
TNF-a, FAS-L et les ROS (Zhao et al., 2012). Un défaut de PKC-d conduit a une résistance a
I'apoptose selon les stimuli notamment dans les fibroblastes embryonnaires, les cellules
épithéliales salivaires, les cellules musculaires lisses, etc. Dans certains modeéles, PKC-9 est clivé
notamment par la caspase 3 ce qui libére le domaine kinase du pseudosubstrat et permet a la
protéine d’étre constitutivement active. La forme clivée de PKC-d est majoritairement localisée
dans le noyau ou elle cible plusieurs protéines nucléaires ayant des fonctions dans I'apoptose
comme : p53 coordonnant le cycle cellulaire et I'induction de I'apoptose, DNA-PK (DNA
dependent protein kinase) dont la fonction de réparation de I'’ADNdb est inhibée suite a sa
phosphorylation, Rad9 impliqué dans I'arrét du cycle nucléaire, etc. De maniéere intéressante, la
surexpression du fragment catalytique seule est suffisante pour induire I'apoptose dans certains
modeles. Néanmoins, le clivage de PKC-0 n’est pas obligatoire pour mener a I'apoptose. La voie
extrinseque et intrinseque dépendante de la mitochondrie peuvent également étre induites par
PKC-0 et induire I'apoptose. A lI'opposé, PKC-d exerce aussi un réle anti-apoptotique dans certains
cas. Par conséquent, le role de PKC-0 dans I'apoptose semble dépendre du stimulus et du type
de cellule. Enfin, PKC-3 est impliqué dans des processus de différenciation notamment chez les
kératinocytes et de migration aprés l'induction d’un stress chez les cellules musculaires lisses
(Steinberg et al., 2004).
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4.2.3/ Role de PKC- & dans le systeme immunitaire

La plupart des membres de la famille PKC est retrouvée dans les cellules immunitaires,
mais leur expression différe d'un isotype a l'autre et souligne la spécificité de chaque isoforme.
L’expression spécifique des isoformes PKC dans les cellules immunitaires et le phénotype des
souris KO correspondantes sont présentés dans le tableau 7.

PKC Expression dans les tissus Phénotype des souris KO
PKCa  Ubiquitaire, LT, pDC Activation des LT et immunodéficite T

Défaut de survie et de signalisation des LB,

PKCB  Ubiquitaire, LB et mastocyt ,
Iquitaire, Lb et mastocyles défaut des mastocytes

Ubiquitaire, LB, mastocytes et

PKC&
macrophages

Défaut de ’homéostasie des LB

PKCe  Ubiquitaire Défaut d’activation des macrophages

Défaut dans 'homéostasie des LT et défaut des

PKCn  Ubiquitaire, LT et macrophages LTreg

LT, mastocytes, plaquettes, cellules

PKCS .
musculaires

Défaut d’activation des LT

Défaut de signalisation du BCR, défaut dans la

PKCZ Ubiquitaire réponse des LTh2

PKCA/t Ubiquitaire Létal au stade embryonnaire

Tableau 7 : Expression des isoformes de la famille PKC et phénotype des souris KO
correspondantes
PKCy n’est pas indiqué car cette isoforme s’exprime principalement dans le cerveau.
(Lim et al., 2015)

a- Dans les cellules de I'immunité innée

Dans le chapitre 2.3, nous avons vu que I'IFN-I joue un rbéle majeur dans la
physiopathologie du lupus. Une étude a notamment établi un lien entre PKC-0 et les voies de
signalisation de I'IFN-l. La stimulation par I'IFNa/B conduit a I'activation de PKC-6, qui
phosphoryle la sérine en position 727 de la protéine STAT1 et favorise son activation dans des
lignées cellulaires (Uddin et al., 2002). De ce fait, PKC-6 serait impliqué dans la transduction du
signal sous les récepteurs IFNAR et participerait a la synthése des ISG. Ce résultat est a I'opposé
de ce qu’on aurait pu attendre dans le cadre de la recherche d’un lien entre le déficit en PKC-9 et
le LES. Ainsi, un déficit en PKC-0 pourrait méme réduire l'inflammation causée par I'IFN-I.
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Plusieurs études ont également mis en avant que PKC-0 est impliqué dans certaines
fonctions des neutrophiles. Un déficit en PKC-d permet de réduire les Iésions de reperfusion dans
les accidents vasculaires cérébraux causées notamment par 'afflux de neutrophiles dans les
tissus cérébraux chez la souris (Chou et al., 2004). Les neutrophiles avec un défaut de PKC-o
présentent une réduction dans leur capacité a adhérer a I'épithélium de la zone inflammatoire,
a migrer dans les tissus cérébraux ischémiés, a dégranuler et a produire des ROS. Un défaut
similaire des neutrophiles a été retrouvé dans un modele de sepsis induit chez le rat ou un déficit
de PKC-6 réduit I'inflammation dans les tissus pulmonaires (Mondrinos et al.,, 2014). La
stimulation des neutrophiles par I'lL1-B et fMLP (Formyl peptide receptor 1), conduisant a
I’expression de molécules d’adhésion comme ICAM1 et VCAM et a la production de ROS, est
réduite en absence de PKC-4. Cela pourrait lier notamment a la baisse de I'induction de la voie
NF-kB. De plus, les neutrophiles de patients avec un déficit en PKC-6 présentent également un
défaut de certaines fonctions comme la NETose et la production de ROS, qui pourrait étre
expliqué par la réduction de I'activité du complexe NADPH. Ce défaut a été également observé
dans d’autres cellules myéloides et pourrait étre I'une des causes de la sensibilité aux infections
de certains patients (Neehus et al., 2021).

PKC-6 a été également étudié pour son réle dans les macrophages. La protéine stimule
les fonctions effectrices des macrophages suite a une infection chez les souris par Listeria
monocytogenes, Leishmania major, Candida albicans ou de Mycobacterium tuberculosis
(Schwegmann et al., 2007 ; Duan et al., 2018). Chez I’'Homme, on retrouve une augmentation de
I’expression de PKC-6 chez des patients atteints de tuberculose (Schwegmann et al., 2007). Ces
études montrent que PKC-6 favorise la production de composés effecteurs des macrophages
comme les ROS, le peroxyde d'hydrogéne (H202) et I'oxyde nitrique (NO) des macrophages.
Néanmoins, plusieurs questions demeurent sur le réle exacte de PKC-6 dans les macrophages et
plusieurs hypothéses ont été suggérées. Duan et al. proposent que PKC-§ favoriserait la
production de cytokines pro-inflammatoires chez les macrophages lors d’une infection a la
tuberculose chez la souris alors que Parihar.al montrent qu’un déficit en PKC-6 réduirait les
fonctions effectrices des macrophages dans le modéle murin Prkcd -/- (Parihar et al., 2018 ; Duan
et al., 2018).

PKC-& régulerait aussi la dégranulation des mastocytes; un défaut de PKC-6 chez des
mastocytes dérivés de la MO de souris entraine notamment une augmentation de la
dégranulation des mastocytes. Deux études proposent des mécanismes différents sur lesquels
PKC-6 jouerait pour influencer ce processus. D’une part, la phosphorylation de PKC-6 par Lyn
favoriserait son interaction avec SHIP pour réguler son activation et conduirait a I'inhibition de la
dégranulation (Leitges et al., 2002). D’autre part, Madera-Salcedo et al. ont montré que PKC-6
régulait I'activité de la protéine Tomosyn-1 qui inhibe la dégranulation des mastocytes (Madera-
Salcedo et al., 2018)
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Finalement, PKC-6 jouerait aussi un role dans les cellules NK. Un patient avec un déficit
en PKC-6 a une diminution du pourcentage de NK parmi les PBMC. De maniére intéressante, ce
patient présente une réduction de I'activité cytotoxique des NK qui pourrait en partie expliquer
le maintien de I'EBV (Epstein-Barr virus) chez ce patient. Un autre patient avec un défaut
d’expression de PKC-6 a également une diminution de la cytotoxicité des NK. Toutefois, aucune
autre étude, a I'heure actuelle, n’a étudié le role de PKC-6 dans les cellules NK notamment dans
des modeles murins (Kuehn et al., 2013 ; Kiykim et al., 2015).

En résumé, PKC-6 est impliqué dans la régulation de nombreuses cellules de I'immunité
innée. Toutefois, ces travaux ne suggerent pas d’association entre PKC-6 et le LES.

b- Dans les LT

Les LT ont un rble central dans le lupus. La présence de lymphocytes T auto-réactifs dans
le LES a été rapportée a plusieurs reprises. De plus, on retrouve généralement chez les patients
lupiques un phénotype activée des LT CD4+ et CD8+, avec notamment une élévation du flux
calcique. Il a également été montré que dans le cadre du lupus, les LT produisent moins d’IL-2.
Cette cytokine promeut la survie des LTreg et inhibe la différenciation en LTh17. De maniere
intéressante, plusieurs études suggéerent un lien entre PKC-6 et les LT qui pourrait notamment
participer a la pathogénése du LES.

En premier lieu, une diminution de I'expression de PKC-6 a été retrouvé dans les LT de
patients avec un LES idiopathique ou induit par I’'hydralazine (Gorelik et al., 2007). Un déficit en
PKC-6 conduit a une baisse la phosphorylation de ERK de la voie des MAPK ce qui méne
notamment a une baisse de I’expression de la DNA méthyltransférase (DNMT) et en conséquence
une hypométhylation de I’ADN. De ce fait, des genes comme CD70, molécule co-stimulatrice des
LB via sa liaison au CD27 retrouvée sur les LB mémoires, sont davantage exprimés. Ainsi, la
diminution de PKC-0 est associée a des modifications épigénétiques qui favorisent I'expression
de genes retrouvés dans les LT des patients atteints de LES. Néanmoins, le mécanisme précis par
lequel un défaut de PKC-6 conduit a la baisse de ERK et de la méthylation de 'ADN n’est pas
encore bien compris. De plus, 'effet de ce déficit dans les LT sur la pathogénése du lupus n’est
lui aussi pas encore établi.

Par ailleurs, un réle pro-apoptotique de PKC-6 a été décrit dans les LT. Les thymocytes
provenant de souris Prkcd -/- sont moins sensibles a I'apoptose induites par FasL, le
dexamethasone, le phorbol 12,13-dibutyrate ou PDBu (un phorbol ester activateur de PKC), la
staurosporine induisant I'apoptose via la caspase 3, ou I'etoposide (Lutz-Nicoladoni et al., 2005).
Etant donné que la majorité des cellules du thymus sont CD4+CD8+, stade de sélection positive
des LT, ce résultat suggere qu’un déficit en PKC-9 pourrait altérer ce processus. En outre, PKC-9
agirait également sur I'apoptose des LT matures. L'induction de I'apoptose par privation de
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cytokine sur une lignée de cellules T humaines conduit a I'augmentation de la forme tronquée de
PKC-6 dans le noyau (Scheel-Toellner et al., 1999). Quant au réle de PKC-d dans la prolifération
des LT, plusieurs études décrivent une réponse différente selon les stimuli. D’un c6té, Gruber et
al. montrent une augmentation de la prolifération de LT déficients en PKC-0 de souris in vitro par
stimulation allogénique du CMH comparés aux LT contrdle tandis que les capacités prolifératives
des LT de souris Prkcd -/- sont normales suite a la stimulation par CD3/CD28 et PBDu/ionomycine
(Miyamoto et al., 2002 ; Gruber et al., 2005). Chez I’'Homme, aucune différence de prolifération
des LT n’a été observée entre un patient avec un déficit en PKC-0 et les témoins (Kuehn et al.,
2013).

Enfin, PKC-0 régule I'exocytose des granules cytotoxiques des LTCD8+. Une étude a
montré que I'engagement du TCR (T cell receptor) de LTCD8+ provenant de souris Prkcd -/- réduit
considérablement la libération des granules cytotoxiques (Ma et al., 2007). Le défaut de PKC-6
aurait un impact sur lI'exocytose de ces granules alors que I'expression des molécules
cytolytiques, I'activation et la production de cytokines seraient normales.

c-Dans les LB

En 2002, deux équipes publient simultanément leurs travaux sur les souris Prkcd -/-
générés sur fond C57BL/6. lls observent que les souris développent un phénotype auto-immun
avec la présence d’auto-anticorps dont des AAN, une augmentation des IgG dans le sérum, une
splénomégalie, une adénopathie, une glomérulonéphrite associée a la déposition de complexes
immuns et une infiltration lymphocytaire dans de nombreux organes (Miyamoto et al., 2002 ;
Mecklenbrauker et al., 2002). Malgré ce phénotype, les animaux sont viables jusqu’a I'age de 12
mois. Ce phénotype a notamment été associé a une hyperprolifération des LB par Miyamoto et
al. On retrouve notamment une expansion des LB dans la rate et les ganglions avec une
augmentation du nombre de centres germinatifs dans les OLS. L’hyperprolifération des LB est
notamment B autonome puisque le transfert de LB Prkcd +/+ et Prkcd -/- dans des souris Rag1
-/- montre une meilleure capacité d’expansion de la part des LB avec un déficit en PKC- comparé
aux LB contrdles. Les LB dans ce modeéle ont également été stimulés in vitro et montrent une
réponse proliférative améliorée suite a une stimulation IgM/CD40 ou par le LPS. Ainsi, PKC-6
apparait comme un régulateur négatif critique important dans la prolifération des LB. Cette étude
propose que I"'amélioration des capacités prolifératives des LB déficients en PKC-o soit médiée
par I'augmentation de la production d’IL-6 dans ces cellules. Etant donné que la transcription du
géne codant pour I'lL-6 est régulée principalement par les facteurs de transcription NF-kB et NF-
IL6, leur capacité de liaison a I’ADN a été mesurée par EMSA (Electrophoretic mobility-shift assay)
et a montré que NF-IL6 interagissait davantage a son site de reconnaissance a I’ADN chez les LB
Prkcd -/-. Cette étude suggére notamment que la phosphorylation de la sérine 240 par PKC-6
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réduirait I'activité de liaison a I’ADN de NF-IL6. De maniére intéressante, I'augmentation d’IL-6
dans le sérum est retrouvée chez les patients avec un LES et la perte d’expression d’IL-6 réduit le
phénotype auto-immun des souris lupiques Was-/- (Arkatkar et al., 2017). Néanmoins,
Mecklenbrauker et al. ont montré qu’il n’y avait pas de différence de production d’IL-6 entre les
LB Prkcd +/+ et Prkcd -/- lors d’une stimulation des cellules par le LPS (Mecklenbrduker et al.,
2004). Par conséquent, ces résultats contradictoires indiquent que le réle de I'lL-6 dans la
pathogénese du phénotype auto-immun n’est pas encore bien compris chez les souris avec un
déficit en PKC-5.

Un role de PKC-6 dans la signalisation sous-jacente au BAFF-R a également été décrit.
Comme vu dans le chapitre 3.1.2.c, la reconnaissance du ligand par le récepteur BAFF-R induit un
signal de survie aux LB. Mecklenbrauker et al. ont montré que BAFF favorisait la présence de PKC-
0 dans le cytoplasme plutét que dans le noyau ce qui inhiberait I'apoptose des cellules; la
présence de PKC-6 dans le noyau étant associé a I'induction du programme de mort cellulaire
(Figure 28.A) (Mecklenbrauker et al., 2004). En conséquence, les LB avec un défaut de PKC-6
seraient indépendants de |'effet anti-apoptotique de BAFF, a défaut d’exprimer la protéine. Cela
pourrait expliquer 'augmentation de la survie des LB Prkcd -/-. Toutefois, il n’est pas clair si cet
effet refleéte un impact direct du BAFF sur PKC-& étant donné que les LB de souris Prkcd -/- restent
répondeuses au BAFF (Figure 28.B).
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Figure 28 : Effet du BAFF sur les LB Prkcd -/-

A/ Mesure de I'expression de PKC-6 dans le cytoplasme ou le noyau provenant de LB purifiés
a partir de rate de souris aprés 24h de co-culture sans ou avec du BAFF. B/ Les LB triées de
souris Prkcd +/+ (cercles ouverts) et de Prkcd -/- (cercles fermés) ont été-incubées pendant 24
heures dans du milieu puis différentes quantités de BAFF ont été ajoutées dans le milieu. La
fréquence des cellules viables a été analysée suite aux marquages des cellules avec I'annexine
V en combinaison avec le 7-aminoactinomycine D (7-AAD). (Mecklenbrauker et al., 2004)
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D’autres études ont rapporté que PKC-6 était associé aux différents mécanismes de

tolérance de LB : I'anergie et la délétion clonale. Le réle de PKC-6 dans I'anergie a été étudié dans
le modeéle IgHEL:sHEL (MD4xMD5) vu dans le chapitre 3.2.2. Les LB Prkcd -/- dans ce modéle
présentent une résistance a I'anergie caractérisée par la production d’autoanticorps contre la

protéine HEL et le maintien d’une réponse au BCR dont l'induction de la voie NF-kB

(Mecklenbrauker et al., 2002). L’activation de cette voie de signalisation est normalement réduite

dans les LB anergiques. Néanmoins, le mécanisme expliquant la non-induction de I'anergie en

|’absence de PKC-6 demeure inconnu.
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Figure 29 : Les LB avec un déficit en PKC-
6 ont une réduction de p-Erk et sont
résistantes a I'apoptose médié par une
augmentation du flux calcique causée
par la surexpression de Stim1

A/ Ratio de cellules Prkcd -/- et Prkcd +/+
aux différents stades de développement
des LB dans des souris WT ayant été
irradiées et dont le systeme immunitaire a
été reconstitué a partir de cellules de MO
de souris Prkcd -/- et Prkcd +/+ dans un
rapport 1:1. B/ Mesure de la
phosphorylation de Erk dans les cellules
de MO a différents stades de
développement des LB provenant de
souris Prkcd -/- et Prkcd +/+. C/ Des CSH
CD45.1+/+ ont été infectés par des
rétrovirus porteurs d’eYFP et mélangés
avec un rapport 1:1 avec des CSH
CD45.2+/+ infectés par eYFP-Stim1l
provenant de souris WT ou Prkcd -/-. Les
cellules ont été injectées avec dans des
hotes CD45.1+/+ CD45.2+/+ irradiés. Le
retrovirus eYFP Stiml conduit a une
surexpression de Stiml qui, par
I'induction d’un flux calcique, favorise
I'apoptose des cellules. Les LB avec un
défaut de de PKC-8 sont résistantes a
I'apoptose induite par ce processus.
(Mecklenbrauker et al., 2004)



D’autres travaux ont été réalisés concernant le role de PKC-d dans la délétion clonale des LB.
Limnander et al. ont montré que I'induction d’un flux calcique, notamment par la stimulation du
BCR, augmente I'apoptose par I'activation de la kinase ERK dans une lignée cellulaire B (DT40) et
dans les LB de souris ; notamment au stade immature et transitionnel au cours desquels les LB
auto-réactifs sont notamment éliminées par apoptose (Limnander et al., 2011 ; Limnander et al.,
2014). lls ont alors montré que PKC-6 est nécessaire pour I'activation de ERK dépendante du Ca2+
dans les LB et favorise la sélection négative (Figure 29). Il suggere alors qu’un déficit en PKC-6
altererait la délétion clonale dans la MO et dans la rate aux stades transitionnels. Cela pourrait
conduire a une rupture de la tolérance B ; néanmoins plusieurs questions restent en suspens :

e Comment 'induction du flux calcique conduit a I'activation de PKC-9, appartenant
a la famille des nPKC ne répondant pas au Ca2+ ?

e Est-ce que I'activation de ERK par PKC-6 est suffisante pour induire I'apoptose lors
de la délétion clonale ?

e Est-ce que le défaut de PKC-6 a cette étape est suffisant pour conduire a une
rupture de tolérance ?

e Retrouve-t-on une augmentation de ERK dans les LB immatures ou transitionnels
des patients avec un déficit en PKC-6 ?

Par ailleurs, le déficit en PKC-8 est associé a une résistance a I'apoptose sur I'ensemble
des LB et non a un stade spécifique que ce soit dans les LB chez les souris Prkcd -/- ou chez les
patients avec un déficit en PKC-6 (Mecklenbrauker et al., 2004 ; Limnander et al., 2011;
Limnander et al., 2014 ; Kuehn et al., 2013 ; Belot et al., 2013). Cela peut donc jouer également
sur d’autres étapes ou I'induction de la mort cellulaire des LB est primordiale pour le maintien de
la tolérance. Des travaux ont notamment été publiés il y a peu concernant le réle pro-
apoptotique de PKC-6 dans les centres germinatifs. Ou et al. ont montré que PKC-d permettait
d’induire I'apoptose des LB anti-ADNdb des centres germinatifs suite a I'activation de la protéine
SMS2 (Ou et al., 2021). Plus précisément, SMS2 (Sphingomyelin synthase 2) interagit avec PKC-9
pour faciliter sa translocation nucléaire aprés son activation par le DAG dans les cellules
autoréactives de la zone claire des centres germinatifs ou a lieu la sélection négative des cellules
B médiée par les FDC.

En résumé, un déficit en PKC-3 est associé au développement d’un phénotype auto-
immun chez la souris ce qui renforce I'idée qu’un défaut de PKC-6 chez les patients est a 'origine
de la pathogenése de la maladie. PKC-6 intervient dans un grand nombre de processus. Il est donc
difficile de déterminer quels changements dans ces processus menent au lupus lors d’un défaut
de PKC-6. Néanmoins, les dérégulations observées des LT et principalement des LB semblent étre
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les plus susceptibles d’étre lié a la rupture de tolérance. Pour autant, de nombreuses questions
restent en suspens. Mon projet de thése avait pour but d’essayer de répondre a certaines d’entre
elles. Les objectifs et hypothéses de ce projet seront détaillés par la suite dans le manuscrit.
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5—- MUTATIONS DANS LES GENES IKZF1 et LYN: Une cause digénique de lupus?

Comme vu dans le chapitre 2.1, environ 25% des patients atteints LES a début pédiatrique
serait porteur d’un variant rare et prédit pathogénique en étudiant un panel de génes de lupus
(Belot et al., 2020). La majorité d’entre eux ont un seul variant causal. Toutefois, un peu moins
de 5% des sujets avec lupus a début précoce aurait deux mutations qui seraient associées au LES
(Figure 30). Il est difficile de déterminer si c’est I'effet combiné des deux variants ou un seul de
ces variants qui est réellement impliqué dans la pathogénése du lupus. Nous avons été confronté
a ce questionnement lors de la découverte de mutations identifiées dans une famille atteint de
LES : une mutation hétérozygote dans le géne IKZF1, dont des mutations ont déja associées a des
LES monogéniques ou des déficits immunitaires communs variables, et un variant hétérozygote
dans le gene LYN , dont plusieurs polymorphismes ont été retrouvés enrichis chez les patients
avec un LES. Dans ce chapitre, une revue de la littérature sera réalisée a propos de la protéine
IKAROS et les connaissances actuelles sur lien entre IKAROS et le LES. Enfin, la méme présentation
sera réalisée a propos de la protéine LYN.

Combined frequency of KLC and PLC rare
and predicted damaging variants per individual
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* %k %k
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Figure 30 : Variants rares prédits pathogéniques dans une cohorte de patients avec un
LES a début pédiatrique

Fréquence dans la population contréle (base de données 1000 génomes) et dans une
cohorte de patients avec un LES a début pédiatrique (cSLE) parmi lesquels un ou plusieurs
variants rares et prédit dommageable ont été identifiés. KLC: Known Lupus Causing, PLC:
Putative Lupus Causing. (Belot et al., 2020)
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5.1/ Le facteur de transcription IKAROS

5.1.1/ Structure et expression d’IKAROS

IKZF1 (lkaros Zinc Finger Protein 1), codant pour IKAROS, est un facteur de transcription a
doigt de zinc essentiel au développement, a 'homéostasie et au fonctionnement des cellules
immunitaires (John et al., 2011 ; Boast et al., 2021). Il régule les programmes transcriptionnels
de nombreuses cellules grace a six domaines a doigt de zinc (ZF) de type C2H2 hautement
conservés; les quatre premiers en N-terminal sont essentiels pour réguler la transcription des
génes par la liaison de I’ADN, et les deux derniers au C-terminal facilitent la formation multimére
de type homodimeére et hétérodimere avec d’autres membres de la famille : HELIOS (/KZF2),
AIOLOS (/IKZF3), EOS (IKZF4), et PEGASUS (/KZF5). Un autre degré de complexité s’ajoute avec la
présence de plusieurs isoformes d’IKAROS chez 'Homme et la souris, tous produits de I'épissage
alternatif (Figure 31). Les exons 4-7 sont alternativement épissés, générant des isoformes d’
IKAROS avec des capacités de liaison d’ADN différentes. Les isoformes sans ou avec uniquement

un doigt de zinc impliqués dans la liaison a I’ADN, induisent un effet négatif dominant.
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Figure 31 : Les différentes isoformes d’IKAROS entre ’THomme et la souris

Toutes les isoformes ont le domaine de dimérisation en C-terminal composé de ZF5 et ZF6.
Chez la souris, seulement deux des six isoformes contiennent un domaine de liaison de ’ADN
avec au moins trois doigts de zinc en N-terminal alors que chez ’'Homme, on en retrouve
environ la moitié des isoformes. Cela suggéere une différence dans le fonctionnement de la
régulation et de I'activité d’IKAROS entre I’'Homme et la souris. (Boast et al., 2021)
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Plus de six isoformes ont été découvertes chez la souris et I'Homme, avec de légeres
différences entre les isoformes murines et humaines. Ces isoformes peuvent interagir les unes
avec les autres dans différentes configurations, soit en tant qu’homo- ou hétéro-dimeéres, dont
le résultat produit différentes activités transcriptionnelles.

IKAROS est capable de réguler I'expression des genes par liaison directe et activation des
régions promotrices, mais régule aussi négativement la transcription. IKAROS utilise différents
mécanismes pour réprimer |'expression de génes comme la modification de la chromatine, le
recrutement de corépresseurs et la compétition avec d’autres facteurs de transcription.
Premiérement, IKAROS se lie aux régions répétées retrouvées dans I'hétérochromatine
péricentromérique et interagit avec des complexes protéiques réprimant I'expression de génes
(ex : le complexe Mi2/NurD, Sin3..). IKAROS contribuerait ainsi a la répression transcriptionnelle
en recrutant des complexes modificateurs de la chromatine au niveau de génes cibles.
Deuxiemement, IKAROS peut recruter des corépresseurs de type CTBP (C terminal binding
protein), CTIP (ctbp-interacting protein) et RB (retinoblastoma protein) qui interagissent avec les
composants principaux de la machinerie transcriptionnelle et favorisent la répression des genes.
Enfin, IKAROS est en concurrence avec des facteurs de transcription favorisant I'expression de
génes et peut ainsi les empécher de promouvoir leurs transcriptions.

5.1.2/ Réle dans les lymphocytes B

Les études chez 'Homme et les nombreux modeles développés chez la souris ont facilité
la compréhension sur la fonction d’IKAROS. D’une part, la diminution de I'expression ou de la
fonction de la protéine IKAROS entraine d’importants défauts lors de la différenciation
lymphocytaire et myéloide. D’autre part, un défaut d’IKAROS favorise la transformation
leucémique des précurseurs des LT et LB.

L'importance d’IKAROS dans la différenciation lymphocytaire s’illustre notamment par
I’'absence de LT d’origine foetal, de LB et de NK chez les souris Ikzf1 -/-, ou la suppression de I’exon
7 entraine une perte des domaines de dimérisation (ZF5-ZF6) qui déstabilise la structure de la
protéine et la rend non-fonctionnelle (Boast et al., 2021 ; Kuehn et al., 2021). Le modele murin
avec un effet dominant négatif (DN), causé par la perte des domaines de liaison a I’ADN ZF1-ZF2-
ZF3, a montré des défauts lymphocytaires plus graves avec une absence compléte de LT, de LB,
de NK et des CLP. Ces souris lkzf1 DN/DN n’ont qu’un thymus trés rudimentaire et aucun ganglion
lymphatique, et meurent précocement en raison d’infections opportunistes et de septicémie. Le
phénotype plus sévere observé dans le modéle dominant négatif homozygote met en avant
I'importance des interactions possibles d’lkaros avec d’autres membres de la famille dans le
développement lymphocytaire ; notamment Aiolos qui intervient dans ce processus (Morgan et
al., 1997).
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Dans les LB, lkaros joue un role crucial a plusieurs étapes de leur différenciation et dans
leur fonction (Sellars et al., 2011 ; Kuehn et al., 2021). Trés précocement, lkaros est impliqué
puisque les souris kzf1 -/- n’ont pas de cellules pre-pro B ce qui conduit un arrét complet de la
lymphopoiese B. Des travaux ont montré que cela pourrait étre d0 a un réle d’lkaros dans la
promotion de I'expression Flt3 (FMS-like tyrosine kinase 3) et/ou IL-7R dans les progéniteurs
hématopoiétiques précoces. Ces deux protéines sont impliquées dans I’'engagement des CLP vers
la lignée B. En effet, on retrouve dans différents types de progéniteurs provenant des souris lkzf1
-/- une absence d’expression de I’ARNm F/t3 (dans les cellules LSK (Lin-Scal+c-kit+)) et un niveau
réduit d’ARNm [//7r (dans les lymphoid-primed multipotent progenitors (LMPP)). Toutefois,
I’expression rétrovirale d’IL-7R ou de FIt3 indépendamment dans les cellules LSK Ikzf1-/-, ne
conduit pas au développement des LB indiquant que |'expression des deux protéines est
nécessaire ou qu’lKAROS joue aussi sur d’autres facteurs. Néanmoins, I'expression de EBF (Early
B-Cell Factor) par expression rétrovirale est suffisante pour induire le développement des LB au
stade pro-B. L'induction de EBF n’est toutefois pas suffisante pour induire la différenciation des
pre-pro B jusqu’au stade pro-B et indique que lkaros intervient indépendamment de EBF dans
ces étapes. En effet, il a été montré qu’lkaros intervient dans I’expression de Ragl et Rag2 au
stade pro-B pour promouvoir le réarrangement de la chaine lourde. Ikaros contribue également
a la condensation du locus Igh, une étape critique requise pour la recombinaison V(D)J. Le facteur
de transcription lkaros apparait alors essentiel pour le développement des premiers progéniteurs
des LB et a des stades ultérieurs pour la recombinaison V(D)J.

Dés lors que le LB exprime un pre-BCR ou un BCR, un défaut d’lkaros conduit a une
réduction du seuil d’activation des LB (Fan et al., 2016). Les LB de souris /kzf1 L/L, porteuse d’une
mutation hypomorphique entrainant I'expression d’lkaros a environ 10 % du niveau normal,
proliferent davantage en réponse a de faibles concentrations d’anti-lgM comparés a des cellules
contréles. Néanmoins, le mécanisme sous-jacent a cette observation n’est pas encore élucidé et
plusieurs hypothéses ont été proposées. Etant donné que lkaros régule le cycle cellulaire dans
les LT en favorisant la transcription de I'inhibiteur du cycle cellulaire p27%P!, un défaut d’lkaros
pourrait modifier le seuil d’activation par I'intermédiaire de la régulation de protéines impliquées
dans le cycle cellulaire dans les LB. Une autre possibilité serait qu’en I'absence ou baisse de
I'activité lkaros, certains génes de la voie Notch qui devait étre réprimés, sont surexprimés et
favorisent I’activation des LB. Enfin, Ikaros pourrait influencer I’expression de protéines impliqués
dans la signalisation du BCR. Il a été montré que lkaros jouait directement sur I'expression de la
phosphatase SHIP et avait un impact sur la signalisation du BCR a plusieurs niveaux (Nera et al.,
2006 ; Alinikula et al., 2010). Quel que soit le mécanisme altéré par un déficit en lkaros conduisant
a une diminution du seuil d’activation des LB, une baisse de ce seuil est associée a un risque de
rupture de tolérance comme vu dans le chapitre 3.3.3. D’ailleurs, une élévation du taux d’auto-
anticorps a été trouvé dans les modéles murins lkzf1 L/L et les souris VA2-1k7tg, exprimant une
isoforme d’lkaros ayant un effet dominant négatif a partir du stade pro-B (Woijcik et al., 2007 ;
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Sellars et al., 2011) Un modeéle murin a également été généré conduisant une perte d’expression
d’'lkzf1 uniqguement chez les LB matures (dépendant de CD23-Cre). Dans ce modéle, le
développement des LB n’est ainsi pas altéré mais les souris développent un phénotype auto-
immun (Schwickert et al., 2019). lls ont montré qu’lkzf1 est impliqué dans I'induction de I'anergie
dans les LB FO en régulant directement des genes impliqués dans la mise en place de ce
processus. De plus, les LB FO de leurs modeles sont hyperactivés suite a la stimulation des TLR ce
qui pourrait également favoriser la rupture de tolérance.

5.1.3/ Association entre les mutations d’/KZF1 et le lupus

Une myriade de mutations différentes de IKZF1 a été identifiée, couvrant I'ensemble du
géne et causant des réponses cliniques différentes chez les patients, allant de
'immunodéficience, I'auto-immunité au cancer. Plus de 30 variants différents d’IKZF1
hétérozygotes germinales ont été rapportés dans les pathologies dysimmunitaires. La majorité
de ces mutations se trouvent dans les régions fonctionnelles d’IKZF1, se concentrant
principalement autour de ZF2 et ZF3 (une partie du domaine de liaison de ’ADN) ou ZF5 et ZF6
(le domaine de dimérisation). Peu de mutations ont été trouvées en dehors de ces domaines
fonctionnels. Différent défauts d’IKAROS peuvent étre causés selon la mutation: 1) une
haploinsuffisance (HI) causée par la réduction de I’expression de la protéine IKAROS WT; 2) les
défauts de dimérisation (DD) dus principalement a une perturbation du domaine de dimérisation.
Ce type de mutation géneére des protéines incapables de dimériser avec la protéine IKAROS WT,
mais elles sont toujours capables de lier les séquences cibles d’IKAROS en tant que monomeres ;
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Figure 32 : Manifestations cliniques chez les patients atteints de mutations /KZF1
hétérozygotes germinales

HI : haploinsuffisance ; DD : Défaut de dimérisation ; DN : dominant négatif.
(Kuehn et al., 2021)
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3) les dominants négatifs (DN) produisant une protéine IKAROS ayant perdu/réduit ses capacités
de liaison a I’ADN mais affectent également la forme WT d’IKAROS. Les patients avec des
mutations de type HI développent majoritairement un syndrome d'immunodéficience commune
variable ou CVID pour Common variable immunodeficiency tandis que les mutations DN sont
davantage associées a un déficit immunitaire combiné sévere (SCID pour Severe combined
immunodeficiency) (Figure 32). Ces pathologies induisent une sensibilité accrue aux infections.
Les patients présentant des mutations DD présentent le plus souvent des pathologies auto-
immunes et associées a des dérégulations du systéme immunitaire de type thrombopénie,
neutropénie et I'anémie hémolytique auto-immune.

Les patients avec une mutation de /KZF1 conduisant a un LES présentent notamment des
anomalies dans la répartition des sous-populations B et une réponse anormalement élevée des
LB suite a une stimulation du BCR comparée aux controles (Hoshino et al., 2017 ; Nieuwenhove
et al., 2018). Un défaut d’IKAROS pourrait entrainer une rupture de tolérance via différents
mécanismes. Par exemple, un défaut d’induction d’anergie ou une diminution du seuil
d’activation comme présenté dans le chapitre 5.2.2 pourrait expliquer le développement du LES
chez ces patients.

5.2/ L’enzyme Tyrosine Kinase LYN

5.2.1/ Structure et expression LYN

LYN est une sérine thréonine kinase appartenant a la famille des kinases SRC (SFK). LYN
existe sous deux isoformes, p53 et p56, résultant de I'épissage alternatif de I'exon 2 mais aucune
différence fonctionnelle entre les isoformes n’est actuellement connue. La protéine est exprimée
dans toutes les cellules sanguines a I'exception des LT et également dans certains tissus non-
hématopoiétiques. LYN est composé en partie N-terminale d’une région "unique" comportant un
site de palmitylation et de myristoylation permettant son ancrage dans les radeaux lipidiques de
la membrane plasmique, d’'un domaine SH3 et SH2 et en C-terminale d’'un domaine catalytique
(Figure 33) (Ingley et al., 2012). L’activité de LYN est régulée par ses interactions avec d’autres
protéines grace a ses domaines SH2/SH3 ainsi que par son état de phosphorylation. Dans son
état inactif, le résidu Y508 est phosphorylé et interagit avec le domaine SH2 ce qui lui confere
une conformation "fermée". Le domaine SH3 peut se lier a un motif enrichi en proline afin de
renforcer la conformation inactive de la protéine. Afin que LYN soit activé, le résidu tyrosine en
C-terminale doit étre déphosphorylé et LYN doit interagir avec une protéine cible via son domaine
SH2 et/ou SH3 ; quilibére alors la protéine de sa conformation auto-inhibitrice. Les protéines LYN
activées peuvent alors s’autophosphoryler au niveau du résidu Y397 de la boucle d’activation
pour augmenter leur capacité enzymatique.
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Figure 33 : Structure de la protéine LYN

Les sites de myristoylation et de palmitylation sont indiqués respectivement en bleu et cyan.
Les sites de phosphoryaltion associés a I'inactivation (pY508) ou I'activation de la protéine
(pY397) sont indiqués respectivement en rouge et en vert. P=Motif enrichi en proline (Adapté
de Ingley et al., 2012)

5.2.2/ Role dans les lymphocytes B

LYN est impliqué dans la transduction du signal de nombreux récepteurs tels que le BCR,
le récepteur au GM-CSF, FceRl, le récepteur c-kit, etc. LYN phosphoryle de nombreuses
molécules impliquées dans les voies de signalisations sous ces récepteurs dont les motifs
ITAM/ITIM (Brodie et al., 2018). Les souris Lyn -/- sont viables mais présentent entre autres des
anomalies des lignées lymphoides et myéloides (Hibbs et al., 1995). La protéine LYN joue
notamment un role essentiel dans les LB en étant a la fois activateur et inhibiteur ITIM (Brodie et
al.,, 2018 ; Xu et al., 2005). En tant qu’activateur, LYN est impliqué deés la reconnaissance d’un
antigéne par le BCR. Les kinases SRC dont LYN phosphorylent les motifs ITAM de CD79a/b et
permettent d’initier la cascade de signalisation sous le BCR décrite dans le chapitre 3.1.2.a. LYN
peut également cibler PLCy2 qui favorise I’hydrolyse du PIP2 en IP3 et DAG ou promouvoir la voie
PI3K/Akt en phosphorylant CD19. Le role de LYN en tant qu’activateur dans les LB n’est pas
essentiel et peut étre compensé par les autres membres de la famille SRC. Cependant, LYN a une
importance centrale dans la répression du signal. LYN phosphoryle les motifs ITIM des récepteurs
inhibiteurs des LB vu dans le chapitre 3.1.2.c. SHP1 est notamment recruté au niveau des motifs
ITIM et peut cibler les protéines BTK, SYK et LYN pour inhiber la transduction du signal. LYN peut
agir plus directement sur la répression du signal en phosphorylant Cbp/PAG (Csk-binding
protein/phosphoprotein associated with glyco-sphingolipid microdomains) qui active CSK,
permettant de réduire 'activation de LYN et des autres protéines SFK. Enfin, LYN semble jouer
un role majeur sur les LB en périphérie. Le développement des LB est normal dans la MO des
souris Lyn -/- mais dans la rate, le nombre de LB mature est fortement réduit. La perte de Lyn
réduirait la transduction du signal tonique a cette étape nécessaire a la survie des cellules.
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Néanmoins, les LB des souris Lyn -/- ont des capacités prolifératives augmentées en réponse a la
stimulation du BCR in vitro, associées a une hausse de la signalisation du BCR et une réduction de
la phosphorylation des ITIM des récepteurs inhibiteurs. Lyn aurait ainsi des fonctions opposées
au cours du développement des LB.

5.2.3/ Association entre les mutations de LYN et le lupus

Etant donnée le role de LYN comme inhibiteur de la signalisation des LB, les souris Lyn -/-
développent un phénotype auto-immun caractérisé par une augmentation des AAN, une
splénomégalie et une glomérulonéphrite associée a des dépots de complexes immuns. Un autre
modele murin avec une mutation induisant une réduction de I'activité catalytique de Lyn nommé
WeeB développent un phénotype similaire a celui des souris Lyn -/- mais plus tardivement
(Barouch-Bentov et al., 2009). De maniere surprenante, les souris Lyn up/up surexprimant la
protéine développent également des symptomes auto-immuns (Hibbs et al., 2002). Les LB de ces
souris sont caractérisés par la phosphorylation constitutive des récepteurs inhibiteurs mais
présentent aussi une augmentation des protéines impliquées dans la transduction du signal
comme Syk et Btk. L'observation d’'un méme phénotype avec un défaut ou la surexpression de
Lyn met en avant I'importance de cette protéine dans le maintien d’un équilibre du signal des LB.

Chez 'Homme, des polymorphismes de LYN ont été associés au LES (Lu et al., 2019).
Néanmoins, a I’heure actuelle, aucun lupus monogénique associé a une mutation de LYN n’a été
identifié. Cela met en avant les différences entre I’'Homme et la souris. En conséquence, le role
de LYN chez 'Homme a besoin d’étre mieux compris indépendamment des études chez la souris.
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OBJECTIFS ET HYPOTHESES DE TRAVAIL

J'ai effectué mon travail de thése dans le groupe du Pr. Alexandre Belot dans I'équipe du
Dr. Thierry Walzer. Le but de notre groupe est d’identifier des anomalies génétiques impliquées
dans les formes familiales de LES ou a début pédiatrique ; ou la génétique est considérée comme
un facteur contributif majeur a I'apparition de la maladie. Une large cohorte de patients a été
constituée sur laquelle des analyses génétiques a grande échelle (séquencage d’un large panel
de genes ou exome) ont été réalisées. De ces analyses, un variant de PRKCD a été identifié dans
une famille ainsi que des mutations de LYN et de IKZF1 dans une autre famille. Ces 3 génes sont
notamment connus pour coder pour des protéines ayant un role primordial dans la biologie des
LB. La présentation clinique et les défauts biologiques observés dans la famille avec la mutation
PRKCD ont été reportés dans une étude publiée en 2013. Du fait de la rareté des échantillons, il
est cependant difficile d’étudier les conséquences fonctionnelles des différents variants a partir
de matériel humain. Pour cette raison, nous avons notamment généré des souris transgéniques
portant les mémes mutations que celles retrouvées chez les patients. Ce projet est organisé en
deux parties :

1- ETUDE DE LA MUTATION Prkcd G510S/G510S CHEZ LA SOURIS : Comprendre le réle de
cette mutation dans les mécanismes menant a I'auto-immunité.

Nous avons vu dans le chapitre 4 de la partie bibliographie que des défauts de PKC-
O avaient déja été associés au LES mais que les mécanismes conduisant a une rupture de
tolérance en absence de PKC-d restaient flous a I’'heure actuelle. Au début de ce projet, nous
avions comme objectifs de :

e Déterminer si la présence uniquement de la mutation de PRKCD que nous avons
identifiée est suffisante pour induire le développement d’'un phénotype auto-
immun chez la souris. En effet, le modéle murin Prkcd -/- conduit a une absence
totale de l'expression de la protéine PKC-6. Or, la mutation de PRKCD
c.1528G>A,G510S ne méne pas a une perte totale de I'expression de PKC-6 mais a
une réduction de I'expression de la protéine. De plus, ce variant a été identifié
dans une famille consanguine ou potentiellement d’autres variations génétiques
situées dans les régions d’homozygotie pourraient avoir un effet.

e Caractériser le phénotype observé et réaliser un immunophénotypage approfondi
afin de déterminer les anomalies induites par la mutation. Comme présenté dans
le chapitre 4.2.3, PKC-0 est impliqué dans le développement et le fonctionnement
de diverses cellules du systéme immunitaire. Nous avons alors étudié I'impact de
la mutation Prkcd G510S/G510S de maniére globale sur le systéme immunitaire
avant de nous focaliser sur les LB au vu de la littérature.
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e Décortiquer les mécanismes moléculaires altérés par ces mutations pouvant
mener a une rupture tolérance. On retrouve PKC-d dans un grand nombre de
mécanismes que ce soit I'apoptose, la prolifération, etc. Pour cela, PKC-d est
impliqué dans plusieurs voies de signalisations. Nous avons étudié les voies de
signalisations impactées par la mutation G510S/G510S spécifiquement dans les
LB.

2—- ETUDE DES MUTATIONS IKZF1 D120V/+, LYN F258S/+ : Déterminer leurs roles dans le
lupus.

Ces variants n’ont jamais été décrits dans la littérature auparavant. On ne connait pas
également l'impact de ces mutations sur les protéines qu’elles codent. Ainsi, ce projet avait
initialement pour but de :

e Déterminer I'impact de ces variants sur I'expression de leurs protéines.
e Déterminer les conséquences fonctionnelles de ces variants in vitro.

e Déterminer si la mutation de IKZF1, de LYN ou les 2 sont suffisantes pour induire
le développement d’un phénotype auto-immun chez la souris.
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PARTIE RESULTATS

1- ETUDE DE LA MUTATION Prkcd G510S/G510S CHEZ LA SOURIS : Comprendre

le role de cette mutation dans les mécanismes menant a I’auto-immunité

1.1/ Article sur le modéle murin avec la mutation Prkcd ©

510S/G510S

Ce premier article présente I'étude réalisée sur les souris Prkcd ©>105/65105 que nous avons généré

grace a la technologie CrispR/Cas9 dans le laboratoire.

Etat de 'art :

Des mutations de PRKCD sont retrouvées dans des familles avec un LES
monogénique.

L'absence de I'expression de PKC-6 conduit au développement d’un phénotype
auto-immun similaire a ceux retrouvés chez les patients.

Les LB des patients et des souris avec un déficit en PKC-6 ont une meilleure survie
et un avantage prolifératif.

L'absence de PKC-6 impacte de nombreuses voies de signalisation notamment,
elle conduit a une baisse de la phosphorylation de Erk dans les LB.

Principaux résultats :

La mutation Prkcd®105/G5105 ast suffisante pour induire le développement d’un
phénotype auto-immun.

La mutation Prkcd®3105/G5105 impacte de maniére intrinséque le développement et
I’'homéostasie des cellules NK.

Les LB avec la mutation Prkcd®105/65105 gyffisent & induire un phénotype auto-
immun.

L’engagement du BCR entraine une activation accrue de la voie PI3K/AKT/mTOR
dans les LB porteurs de la mutation Prkcd®>105/65105,

Le traitement a la rapamycine, un inhibiteur de mTORC1, permet de réduire les
symptémes liés a I'auto-immunité.
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Impacts :

Ce modeéle permet d’améliorer notre compréhension sur le réle de PKC-6 dans le
maintien de 'lhoméostasie des LB.

Il s’agit du premier modéle murin avec une mutation de PRKCD ayant étudié
I'impact d’un défaut de PKC-9 sur les NK.

Le défaut NK pourrait en partie expliquer les susceptibilités aux infections
retrouvées chez les patients.

PKC-5 est impliqué dans la régulation de la voie PI3K/AKT/mTOR.

La rapamycine pourrait étre un traitement personnalisé pour les patients avec un
déficit en PKC-d ne répondant pas au traitement standard.
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Abstract

Autosomal recessive PRKCD deficiency has previously been associated with the
development of systemic lupus erythematosus (SLE) in human patients, but the
mechanisms underlying autoimmunity remain poorly understood. We introduced the
Prkcd G510S mutation that we previously associated to a Mendelian cause of SLE in the
mouse genome, by means of CRISPR-Cas9 gene editing. PrkcdC5705/G510S mice
recapitulated the human phenotype, presenting with glomerulonephritis, splenomegaly,
and various serum autoantibodies, including anti-nuclear, and had reduced lifespan. We
demonstrate that this phenotype is linked to a B cell autonomous role of PRKCD in
immune regulation. A detailed analysis of B cell activation in Prkcd©%705/G570S mice shows
an upregulation of the PI3BK/mTOR pathway following the engagement of the BCR in
these cells, leading to lymphoproliferation. Treatment of mice with rapamycin, a specific
mTORC1 inhibitor, significantly improves autoimmune symptoms, demonstrating in vivo
the deleterious effect of mMTOR pathway activation in Prkcd®5705/G510S mice. Additional
defects in PrkcdG57105/G510S mijce include a strong decrease in peripheral mature Natural
Killer (NK) cells that might contribute to the known susceptibility to viral infections of
patients with PRKCD mutations.

One Sentence Summary:

Transgenic mice bearing the Prkcd G510S mutation develop a severe auto-immune
phenotype associated with hyperactivation of the PISK/mTOR pathway in B cells that can

be specifically treated with rapamycin.
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Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a devastating autoimmune disease whose
symptoms may include joint pain, fever, skin rash and organ damage. SLE is currently
incurable and the therapeutic arsenal to treat SLE remains very limited, without specific
treatment for the different clinical forms of the disease. SLE usually occurs in adults and
less frequently in children (juvenile onset SLE or jSLE), but in the latter case it is usually
more severe. In jSLE, genetics is thought to be a major contributing factor to the onset of
the disease; and a subset of jJSLE is driven by inborn errors of a single gene, defining the
concept of monogenic SLE". Using next generation sequencing (NGS), we recently found
that at least 7% cases of jSLE are in fact monogenic'. Gene mutations may alter different
immunological pathways such as the clearance of apoptotic bodies (ie efferocytosis), the

production of type | interferon (IFN-I), or B cell tolerance?.

Mechanistically, SLE is caused by an aberrant immune response resulting in the
production of inflammatory cytokines such as IFN-I, and autoantibodies (autoAbs)
directed against components of apoptotic bodies (nucleosomes, chromatin, histones etc)
as well as the formation and deposition of immune complexes responsible for tissue
inflammation and damage®. AutoAbs identified in SLE are generally high-affinity,
somatically mutated IgG, which suggests they have arisen in germinal centers, where T
cells provide help to B cells for class switching and somatic mutation®. They are produced
by mature B cells, differentiated into plasma cells, secondary to a break in B cell tolerance.
B cell tolerance ensures that B cells expressing B cell receptors (BCRs) with the ability to
recognize self-antigens are either modified (BCR editing) or eliminated to avoid the
development of autoimmunity. In particular, strong BCR signaling upon engagement by
self-antigens induces apoptosis of developing B cells*. Consequently mutations in genes
affecting the strength or the quality of BCR signal transduction can cause B cells tolerance

breakdown and autoimmunity, as previously reviewed*>.

Others and we previously identified PRKCD mutations in jSLE patients. PRKCD encodes
for Protein Kinase C-delta (PKC-0), a cytosolic kinase of the novel diacylglycerol-

dependent and calcium-independent serine/threonine PKC group. In our own study, we
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described a homozygous mutation (c.1528G>A, p.G510S) of the PRKCD gene in 3 jSLE
patients from the same family®. The causality of these mutations in SLE was supported
by genetic analyses and by previous observations of a lupus phenotype in Prkcd”- mice’8.
Moreover, multiple other mutations in PRKCD were associated with jSLE since original
observations®'2. The G510S missense mutation affects a highly conserved amino acid
of the protein activation loop and is associated with a low but not abrogated PKC-6
expression®. We also demonstrated that the mutated protein displays a reduced activity
and that it was refractory to stimulation by Phorbol Myristate Acetate. PKC-8 is broadly
expressed and plays multiple roles in cells of the innate and adaptive immune systems.
For example, PKC-d regulates neutrophil migration and oxidative burst'® and also
influences macrophage effector functions'. T cell proliferation and cytokine production
are slightly increased in Prkcd”’ mice following TCR triggering”. In B cells, PKC-3 is
phosphorylated following BCR engagement’®'6 and is involved in BCR signaling. A
previous study proposed that PKC-5 amplified the Ca?* dependent Ras/Erk pathway,
thereby inducing apoptosis of autoreactive transitional B cells'”. Another study showed
that PKC-06 translocation into the nucleus was a pro-apoptotic event that could be
prevented by BAFF signaling'®. PKC- & nuclear translocation was recently shown to occur
in germinal center (GC) B cells, downstream of sphingomyelin synthase 2 (SMS2)"°.
Overall, several lines of evidence point to PKC-0 as an important regulator of B cell
tolerance, and the proposed mechanism involved the induction of apoptosis in immature
cells. Yet, most studies have used Prkcd’- mice as disease model, which may not
adequately model SLE pathogenesis in patients with PRKCD mutations. To address this
issue, we generated a knock-in mouse strain bearing the Prkcd G510S mutation. Our
results showed that PrkcdG5705/G510S mice developed a strong autoimmune phenotype
recapitulating the disease observed in patients. We hypothesized that B cells were the
major drivers of the disease. We performed a detailed analysis of their phenotype and of
their response to BCR engagement to tackle this question and to find a specific treatment

for the disease.
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Results
Prkcd®5195/6510S mice develop a severe lupus phenotype

To study the mechanisms of SLE associated with PRKCD mutations, we generated a
novel knock-in mouse model bearing the PRKCD G510S mutation identified in the
patients we previously described® using CRISPR/Cas9 genome editing (Fig.1A). Capillary
electrophoresis analysis showed that Prkcd©%705/G570S mice had a decreased expression
of PKC-0 at the protein level in various lymphoid organs such as spleen, thymus and
bone marrow (BM), compared to control mice (Fig.1B), which suggests a similar impact
of the PRKCD mutation on protein expression in mouse and human®. PrkcdG5105/6510S
mice had a reduced lifespan compared to Prkcd*/¢579S and Prkcd** control mice (Fig.1C).
Indeed, all PrkcdG5105/G510S mice died before the age of 48 weeks while about 80% of
control mice (to Prkcd*G519S and Prkcd**) were still alive at this age. Of note,
PrkcdG5105/G510S males died slightly earlier than Prkcd©5705/G510S females. To address the
causes of this premature death, we then carried out a clinical, biological and histological
examination of knock-in mice in comparison with controls. Spleens and LN were
significantly enlarged in PrkcdG57105/G510S mice, especially in males (Fig.1D and
Supplementary Fig.1A). Kidneys from Prkcd®5105/G510S mice and not controls exhibited
extensive infiltration in the glomeruli, which correlated with the presence of IgG deposit
and proteinuria (Fig.1E-F, Supplementary Fig.1B). Anti-nuclear antibodies, a hallmark of
SLE were already detected at 2 months of age in PrkcdG5705/G510S mice (Fig. 1G).
Moreover, ELISA assays revealed the presence of anti-dsDNA 1gG, anti-dsDNA IgM and
Rheumatoid factor (RF) in the serum of PrkcdG5705/G510S mice and their levels increased
with time except for anti-dsDNA IgM (Fig.1H, Supplementary Fig.1C). In addition, total
IgG and IgM concentrations were strongly increased (Fig.1l). We also monitored the
expression of several interferon-stimulated genes (ISGs) in blood cells, since the
production of type-I interferon (IFN-I) is often elevated in SLE patients. We calculated an
IFN score, following a method previously used for human cells®®. This score was

significantly higher in PrkcdG5705/G510S mice compared to controls (Fig.1J).
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Overall, Prkcd©5105/6510S mice develop an early onset and severe autoimmune phenotype
combining lymphoproliferation, kidney failure, various autoantibodies and positive IFN
score, leading to premature death. This phenotype recapitulates clinical features
observed in SLE patients bearing the PRKCD G510S mutation, validating our

translational approach.
Impaired NK cell homeostasis in Prkcd®5705/6510S mjce

To gain insight into the immunological mechanism leading to SLE in Prkcd©5705/G510S mice,
we performed a large-scale flow cytometry analysis of immune subsets in these mice in
comparison with controls. We first focused our analysis on innate immune cells.
Macrophages, neutrophils, eosinophils, plasmacytoid and conventional dendritic cells
(pDC and cDC) were observed at similar frequencies in the spleen of PrkcdG5705/G510S
mice and control mice, and no further investigations were performed for these subsets
(Fig.2A). By contrast, the frequency of NK cells was reduced three-fold in the spleen of
PrkcdG5105/6510S mice compared to controls. We observed that these cells had a bigger
size and higher Ki67 expression than control NK cells (Supplementary Fig.2A-B).
Furthermore, Prkcd©5705/G510S NK cells displayed defective maturation with an increase of
immature CD11b- CD27* cells and a decrease of mature CD11b* CD27- cells
(Supplementary Fig.2C). We stimulated spleen cells with YAC-1 cells that are classical
NK cell targets. We observed higher cell surface expression of the cytotoxic marker
CD107a cell surface expression following stimulation in PrkcdG5705/G510S NK cells than in
control NK cells (Supplementary Fig.2D). To test if this NK cell phenotype was due to a
cell-intrinsic impact of the Prkcd mutation or to the inflammatory environment, we
generated mixed BM chimeric mice by reconstituting lethally irradiated Ly5a x C57BL/6
(CD45.1xCD45.2) with a 1:1 mixture of BM from PrkcdG5705/G510S or Prkcd** (CD45.2)
mice and Ly5a mice (CD45.1), taking advantage of CD45.1 and CD45.2 specific
antibodies to identify cells of the different genotypes. In WT/ Prkcd¢5105/6510S BM chimeric
mice, a lower percentage of NK cells was found in spleen cells from the PrkcdG5705/G510S
genotype compared to the WT genotype (Supplementary Fig.2E) and their maturation
was also impaired (Supplementary Fig.2F). However, the degranulation capacity of

PrkcdG5105/6510S NK cells was similar to that of WT counterparts in mixed BM chimeras
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(Supplementary Fig.2G). Altogether, these results show a cell-intrinsic impact of the
Prkcd©5105/6510S mutation on NK cell development and homeostasis while the impact on

degranulation capacities is probably cell extrinsic.
B cell homeostasis is altered in Prkcd®5195/G510S mice

Next, we examined adaptive lymphocyte features in Prkcd5105/G510S mice in comparison
with controls. As shown in Fig. 2A we observed a decreased frequency of CD8 T cells
and a normal frequency of CD4 T cells in the spleen of Prkcd©5705/G510S mice compared
to controls. The proportion of B cells was similar in the BM and spleen of Prkcd©5705/6510S
and control mice, but this proportion was higher in the LN of PrkcdG5705/G510S than in
controls. B cell size was bigger in PrkcdG%7105/G510S than in controls, irrespective of the
organ analyzed (Fig.2B), suggesting ongoing activation. In agreement with this
hypothesis, peripheral Prkcd®5705/G510S B cells expressed significantly higher levels of
activation markers CD69, MHCII and CD86 and proliferation marker Ki67 than control B
cells (Fig.2C and Supplementary Fig.3A). We then performed a detailed analysis of
immature and mature B cell subsets. The frequencies of precursor, immature, transitional
and mature B cells in the BM were similar in PrkcdC57105/G510S mice and controls (Fig.2D),
and so were the proportions of transitional and follicular B cells in the spleen of both
strains (Fig.2E-F). However, marked differences were observed for other B cell subsets.
In particular the proportion of marginal zone (MZ) B cells, was strongly reduced while the
proportions of germinal center (GC) and plasma cells (PC) were elevated in the spleen of
PrkcdG5105/6510S compared with controls (Fig.2G). We then inspected Aging-associated B
Cells (ABCs) defined as CD3:CD19*B220*IgM*CD11b*CD11c*T-bet*. This population is
known to expand with age and in SLE patients?'. We observed an elevated proportion of
these cells in the spleen of Prkcd©5705/G510S mice. Of note, plasma and MZ B cells had an
increased Ki67 expression in Prkcd®5705/G570S mice compared to controls (Supplementary
Fig.3B). Overall, the analysis of activation markers and peripheral B cell subsets in

PrkcdG5105/6510S mice is evocative of B-cell driven autoimmunity.

To test if this phenotype was intrinsically caused by the Prkcd mutation in B cells, we

analyzed the B cell compartment in the spleen of BM chimeras described above. In WT:
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PrkcdG5105/6510S chimeric mice, Prkcd®%105/G510S gplenic B cells had a clear competitive
advantage over control B cells (Fig.2H), while no difference in B cell proportion was
observed between CD45.1 and CD45.2 genotypes in WT/Prkcd** chimeric mice.
Moreover, Prkcd®5105/6510S B cells had an activated phenotype in chimeric mice, as shown
by high expression level of activation markers (Fig.2l), and among PrkcdG5705/G510S B
cells, plasma cells, and ABC were over-represented compared to controls (Fig.2J). These
results indicate a cell-intrinsic role of the Prkcd©5705/G510S mutation in B cells, leading to
autoimmunity. Of note, MZ B cells were also increased in the PrkcdG5705/G510S
compartment of BM chimeric mice compared to controls (Fig.2J), which did not
correspond to the phenotype of PrkcdG5705/G510S mjce. This suggests that the reduction of
MZ B cells in PrkcdG5705/G510S mice was not due to a cell intrinsic role of PKC-d in these

cells.

B cell autonomous role of the PrkcdS5795/G510S mutation in the autoimmune

phenotype

Analyses of immune subsets in PrkcdG5705/G510S mice point towards an important role of B
cells in driving the autoimmune phenotype. To test if this role was B cell autonomous, we
generated mixed BM chimeric mice using a 4:1 ratio of BM from the B cell deficient mice
UMT and Prkcd** or PrkcdG5705/G510S mice. In those chimeric mice, most peripheral
immune cells are derived from the yMT donor, except B cells that are only derived from
the Prkcd** or the Prkcd®5105/6510S donors. Autoimmune features and immune subsets
were analyzed 3 months after BM injection. We first measured PKC-6 expression in B
cells. As shown in Fig.3A, PKC-d expression was much lower in B cells from pMT:
PrkcdG5105/G510S than in those from uMT: Prkcd** chimeric mice, whereas its expression
was comparable in other immune cells from both mice validating the models. Moreover,
MMT: PrkcdG5105/G510S gnd not uMT: Prkcd** mice developed an autoimmune phenotype
very similar to that of Prkcd®5705/G570S mice in terms of splenomegaly, glomerulonephritis,
IgG deposits, IFN score and serum anti-nuclear and anti-dsDNA 1gG (Fig.3B-F). Of note,
some autoimmune features such as the rheumatoid factor, the anti-dsDNA IgM and total
immunoglobulins were more moderate in these chimeric mice compared to

PrkcdG5105/G510S mice suggesting that other cells than B cells may influence the
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phenotype. Yet, for the most part the autoimmune phenotype was recapitulated in those
mice, demonstrating a B cell autonomous role of the PrkcdG5705/G570S mutation in driving

B cell tolerance break and autoimmunity.

BCR engagement drives higher PI3BK/mTOR activation and proliferation in

Prkcd€5105/G510S B cells than in control B cells

We then dissected the mechanism driving autoimmune B cell activation in Prkcd¢5705/6510S
mice. Considering the splenomegaly and the B cell over-proliferation in these mice, and
the previous literature on Prkcd” mice, we hypothesized that PrkcdG5705/G510S B cells
responded more than control B cells to BCR engagement. To test this point, we labeled
splenic B cells with Cell Trace Violet (CTV) and stimulated them with algM +/- aCD40
crosslinking antibodies for 3 days. Prkcd¢5705/6510S B cells proliferated more than control
B cells (Fig.4A, Supplementary Fig.3C). Specifically, Prkcdc5105/G510S B cells performed
more than 4 division cycles while control B cells only divided twice on average upon
stimulation by algM and aCD40 antibodies. By contrast, Prkcd5105/G510S and control B
cells responded equally well to LPS stimulation (Supplementary Fig.3D), indicating a
specific hyper-reactivity of PrkcdG5705/G510S B cells to BCR-mediated stimulation. This
phenotype was also associated to a better survival of PrkcdG5705/G510S B cells than control

B cells to growth factor deprivation (Fig.4B).

In a first attempt to understand how PrkcdG5705/G510S dysregulated B cell activation, we
performed RNA sequencing on sorted Prkcd** and PrkcdG%7105/G510S follicular B cells
stimulated or not through their BCR. While the transcriptional profile of resting Prkcd**
and Prkcd®5105/6510S follicular B cells was relatively similar, there were greater differences
between cells of both genotypes after BCR-mediated activation, with 143 differentially
expressed genes (DEG) (Fig.4C). A functional annotation of these DEG using Metascape
(Fig.4D) retrieved pathways related to cellular activation (leukocyte activation,
mononuclear cell proliferation...) confirming the impact of the Prkcd®5705/G510S mutation
on B cell activation. The mTOR-signaling pathway was also differentially regulated
between both cell types, pointing to a link between mTOR and PKC-6. To substantiate

this link, we analyzed signal transduction downstream of the BCR in PrkcdG5705/G510S yg
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Prkcd** B cells using phospho-specific antibodies and flow cytometry, focusing on the
major players of this pathway. Syk and Btk were phosphorylated at similar levels and
following similar kinetics in B cells of both genotypes following BCR stimulation (Fig.4E).
However, baseline phosphorylation levels tented to be higher in PrkcdC57105/G510S B cells.
ERK phosphorylation was also higher in Prkcd©5705/G510S B cells than in control B cells at
baseline but also following BCR stimulation, especially at the latest time points. These
results contrasted with a previous study where Prkcd”- B cells displayed lower ERK
phosphorylation than controls upon thapsigargin stimulation. To test if the discrepancy
was explained by the difference in the stimulation mode, we used thapsigargin to
stimulate B cells, but a higher ERK phosphorylation was also observed in PrkcdG5705/6510S
B cells in these conditions (Supplementary Fig.3E). We then assessed activation of theay
following BCR engagement. Basal phosphorylation levels of classical mTOR targets Akt
(pAkt), S6 (pS6) and 4EBP1 were higher in PrkcdG5705/G510S B cells compared to controls
and remained significantly higher upon BCR stimulation, indicating higher mTOR activity
in PrkcdG5105/G510S B cells than in control B cells (Fig.4E-F). As the mTOR kinase is
activated by PI3K upon conversion of PIP2 into PIP3 we then measured PI3K activation
upon BCR engagement using a PIP3-specific antibody. PIP3 levels increased earlier than
mTOR activity upon BCR engagement, and their levels were higher in Prkcd©5705/G510S B
cells than in control B cells (Fig.4F). We also evaluated mTOR activation following BCR
engagement in B cells from Ly5a:Prkcd®5705/6510S BM chimeric mice by measuring S6
phosphorylation. PS6 levels were higher in CD45.2+ Prkcd©5705/G510S B cells compared to
CD45.1+ WT B cells (Fig.4G), confirming the B cell intrinsic role of the PrkcdG5705/G510S
mutation in regulating the PISBK/mTOR pathway. Collectively, our results indicate that
BCR engagement induces higher PI3K/mTOR activation and proliferation in

PrkcdG5105/6510S B cells than in control B cells.
Rapamycin treatment reduces disease activity in Prkcd®5105/65105S mijce

Based on the above characterization of BCR signaling in PrkcdG57105/G510S B cells, we
treated PrkcdG5705/G510S gnd control mice with rapamycin or vehicle for 28 days (Fig.5A).
Rapamycin controlled lymphoproliferation in Prkcd®5705/G510S mice, reducing the spleen

size to nearly WT levels (Fig.5B). IgG and IgM deposits in kidneys also decreased upon
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rapamycin treatment (Fig.5C). Specifically, the level of IgG deposits was almost halved
in rapamycin-treated mice. The IFN score increased over time after treatment and there
was no difference between vehicle and rapamycin groups (Supplementary Fig.4A). We
also monitored serum anti-nuclear antibody levels (Fig.5D). We observed a global
increase of ANA level in vehicle treated mice while the rapamycin treatment prevented it.
Next, we examined the effect of rapamycin treatment on B cell phenotype and activation
status. Prkcd©5105/G510S B cells displayed lower CD69 and CD86 activation markers in the
rapamycin group compared to the vehicle group, and their levels were close to those of
WT B cells (Fig.5E). In addition, the proportion of plasma cells and germinal center B cells
were normalized by rapamycin treatment. Aging B cells were not significantly increased
in the young PrkcdG5105/G510S mice used in this experiment (Fig.5F). Rapamycin treatment
also decreased mTOR activity in PrkcdG5705/G510S B cells, close to the control levels, both
at basal state and following BCR engagement (Fig.5G). Altogether, these data
demonstrate the effectiveness of rapamycin as specific treatment of autoimmunity linked

to Prkcd mutations.
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Discussion

Since 2013, 17 patients with autosomal recessive PKC-8 deficiency have been
described®%-122223  |n most cases, these patients suffered from typical SLE often
associated with lupus nephritis and lymphoproliferation. In the familial form associated
with PRKCD G510S mutations that we previously described?*, all three patients had lupus
nephritis and various autoantibodies, while two had skin involvement and other
autoimmune manifestations including arthritis, hepatomegaly and neurologic involvement
for one patient and autoimmune anemia, thrombocytopenia, antiphospholipid syndrome,
and lymphoproliferative disease for the other, most severe patient. The novel mouse
model bearing homozygous Prkcd G510S mutations that we present here essentially
recapitulates the SLE features, including glomerulonephritis associated with IgG
deposits, splenomegaly and serum autoantibodies. Moreover mice had a reduced
lifespan, which correlates with the premature death of one of the patients with PRKCD
G510S mutation. PrkcdG5705/G510S mice are a near phenocopy of previously described
Prkcd”’- mice”8. However, there is residual expression of PKC-8 protein in PrkcdG57105/6510S
mice and one cannot exclude a contribution of this mutated protein to the autoimmune
phenotype. Moreover, knockout constructs can sometimes generate artifactual results by
modifying expression patterns of adjacent genes or the sequence of noncoding structural
elements in the genome. Thus, the point mutant mouse model we describe here
represents a more reliable model of the human disease that the knockout mouse.
PKC-6 deficient patients also display variable levels of immune deficiency, associated
with susceptibility to bacterial, fungal or viral infections. Chronic Epstein Barr virus or
cytomegalovirus infection have been reported®. One of our patients also presented at the
age of 30 with severe papillomatosis due to human papilloma virus (HPV) infection?. A
previous study reported a decrease in NK cells and in their cytotoxic activity in one patient
with PKC-& deficiency. However, a decrease in peripheral NK cell numbers is often
observed in SLE patients, especially when the disease is active?>. We report here that
Prkcd65105/6510S mice have a specific decrease in mature NK cells, and that this deficiency
is caused by a role of PKC-8 in NK cell development and maturation. While further studies

will be needed to understand the precise role of PKC-8 in NK cells, a deficiency in mature
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NK cells can contribute to the susceptibility to viral infections in patients, as shown in
mouse models?.

We show that the autoimmune phenotype in PrkcdG5705/G510S mice is due to a B cell
autonomous impact of the Prkcd G510S mutation, confirming previous studies that used
PKC-8 knockout mice’, and pointing to PKC-d as an important player in B cell central
tolerance. Multiple B cell subsets were altered in Prkcd®5705/G510S mijce, with the most
dramatic effect on MZ, GC and plasma cells, the latter two expanding in the mice, which
is evocative of ongoing autoimmune GC reactions. B cell tolerance mechanisms ensure
that B cells with high avidity for self-antigens are eliminated in the BM. Central tolerance
of B cells operates via two distinct mechanisms, which are BCR editing and clonal
deletion, BCR editing being the predominant route. BCR editing is induced in immature B
lymphocytes which express an autoreactive BCR in the BM. This mechanism only
operates if the tonic signal emanating from the BCR is weak, because the recombination
machinery and in particular the RAG1/2 enzymes are repressed by a strong tonic signal.
Moreover, strong tonic signaling also dampens BM retention mechanism in immature B
cells. In transgenic mouse models, expression of the protein N-Ras-D12 that
constitutively activates Erk1/2 phosphorylation, or expression of a constitutively active
form of PI3Kd suppress BCR editing in autoreactive B cells, which leads to a failure of
central tolerance®. The results we present here support a model by which PKC-5 is a
negative regulator of BCR signaling, especially important to limit ERK phosphorylation
and PI3K/mTOR activation. In particular PrkcdG5705/G510S B cells display elevated basal
levels of pAkt, pS6 and pERK, evocative of strong tonic BCR signaling. This higher tonic
signaling may therefore prevent BCR editing in auto-reactive clones which would result
in B cell tolerance break and autoimmunity. Of note, a previous article reported a
decrease in Erk phosphorylation upon thapsigargin stimulation in PKC-8-deficient B cells
7. We also used thapsigargin in our study but obtained opposite results ie PrkcdG5705/65108
B cells displayed stronger ERK phosphorylation following stimulation with thapsigargin.
Technical differences may explain this discrepancy, but our results were supported by a
comprehensive analysis of other BCR signaling branches that matched with the pErk
data. Previous reports also showed that PKC-b6 was essential for B cell tolerance by

shuttling to the nucleus and inducing apoptosis upon BCR engagement in order to induce
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clonal deletion. Our observation that Prkcd®5705/G510S B cells survive better than control B
cells during in vitro cultures are in agreement with this possibility. PKC-6 could therefore
have several roles in B cell tolerance by promoting both clonal deletion and BCR editing
in immature cells. Further studies will be required to determine the conditions that allow
each of these PKC-6 functions and how they are coordinated during B cell development.
Mature B cells in the periphery of Prkcd©5705/G510S mice displayed higher proliferation than
controls upon BCR engagement, a phenotype also observed in Prkcd”- mice’ and in PKC-
& deficient patients®. Mechanistically, we linked this hyper-reactivity to unrestrained BCR
signaling, in particular at the level of the PIBK/mTOR pathway. This pathway is known to
have multiple roles in mature B cells, promoting survival, proliferation and differentiation
of activated B cells?’. In particular, the reduced survival of mature BCR-deficient B cells
can be rescued by activation of PI3K signaling?®. In agreement with our findings, gain-of-
function mutations in the PIK3CD gene encoding the catalytic subunit p110d of PI3K
cause Activated-PI3K-d syndrome that combines massive lymphoproliferation with
immunodeficiency and/or autoimmune features. While this phenotype resembles that of
PKC-6 deficiency, a recent article that reviewed genetic defects associated with an
autoimmune lymphoproliferative phenotype found highest correspondence in terms of
clinical features and immunophenotyping between PKC-6 deficiency and Ras-associated
lymphoproliferative diseases (RALD)?°. RALD is caused by somatic activating mutations
in KRAS or NRAS that appear in hematopoietic progenitor or stem cells and are
subsequently detectable in lymphocytes and monocytes3?. RALD presents with B cell
lymphocytosis and may present with laboratory and clinical features not seen in patients
with ALPS due to FAS mutations such as SLE-like autoimmunity. Ras mediates the
cellular response to growth factors, which leads to modulation of gene expression
necessary for cell growth and proliferation. Ras operates through multiple downstream
effectors, including PI3K and mTORC23', and PKC-5 has been proposed to be an effector
of oncogenic Ras in lung tumors®. In B cells, Ras is activated downstream BCR
engagement through the guanine nucleotide exchange factors RasGRP1 and
RasGRP33%. Further studies will be needed to clarify the link between PKC-6 and the
activation of Ras in B cells, and more broadly to the 22 proteins whose defect have been

associated with ALPS-like disorders?®.
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Despite the knowledge gained on the role of PKC-8 in immune regulation, no specific
treatment was identified for PRKCD-mutated patients thus far. Such treatments may
benefit to a broader group of patients since PKC-6 expression appears to be silenced in
PBMC from adult-onset lupus patients3*. Based on the in vitro evidence of strong
PIBK/mTOR activation in PrkcdG5705/G510S B cells, we selected rapamycin as specific
treatment of autoimmune features in Prkcd©5705/G510S mice. This strategy proved to be
relevant as a 28-day daily treatment with rapamycin was sufficient to restore spleen
homeostasis and alleviate autoimmune features in mice. This effectiveness correlated
with a normalization of PI3K/mTOR activation in B cells after treatment. Thus, and even
though the usual clinical practice is to use rapamycin to treat lymphoproliferative
disorders, our translational study provides a strong rationale to do it when the cause of

the disease is proven to be PKC-d deficiency.
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Material and Methods
Mice

PrkcdG5105/6510S mice were generated using CRISPR/Cas9 gene editing. gRNA and
ssODN were designed using CRISPOR (Tefor) and Mainworkbench softwares (Qiagen)
and were synthesized by Eurogentec. Mouse zygotes were electroporated with
ribonucleoprotein compkexe in our animal facility (Plateau de Biologie Expérimentale de
la Souris (PBES), as previously described?®. Littermate mice were backcrossed three
times to C57BL/6 mice, purchased from Charles River Laboratories (L’Arbresle). Mice
were bred and maintained under specific pathogen-free conditions in the PBES. Age-
matched (8-20-weeks old) and sex-matched littermate mice were used as controls. This
study was carried out in accordance with the French recommendations in the Guide for
the ethical evaluation of experiments using laboratory animals and the European
guidelines 86/609/CEE. The local bioethics committee CECCAPP approved all

experimental studies.
Generation of BM chimeras

For the generation of mixed BM chimeras, donor-derived BM cells of the indicated
genotypes (CD45.2+) were mixed with BM cells from Ly5a (CD45.1) mice and transferred
intravenously into sub lethally (10Gy) irradiated Ly5axC57BL/6 (CD45.1, CD45.2)
recipients. Mice were analyzed 8-12 weeks after BM reconstitution. For the generation
of UMT: Prkcd** and uMT: PrkcdG5105/G510S mixed BM chimeras, 4:1 ratio of donor-derived
BM cells from yuMT mice and Prkcd** or PrkcdG57105/G510S mice were transferred
intravenously into sub lethally (10Gy) irradiated Ly5axC57BL/6 (CD45.1, CD45.2)

recipients.
Rapamycin treatment

Mice were treated with either vehicle: PBS 1X (Gibco) or Rapamune (rapamycine, Pfizer)

(2 mg/ kg/day) by gavage during 28 days. Blood sampling from the retro-orbital sinus was
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performed before and after treatment to analyze anti-nuclear autoantibodies and ISG

expression.

Measurement of in vivo cell proliferation

Mice were given two intraperitoneal injections of 0.5 mg EdU (BD Bioscience). 12 h after
the last EdU injection, mice were killed and organs were harvested. Spleen cells were
stained for surface antigens. After fixation and permeabilization, cells were then stained
with FITC anti-EdU antibody, according to manufacturer instructions. EAU incorporation

was measured by flow cytometry.

Antinuclear antibodies assays

Anti-nuclear Antibodies (ANA) reactivity were detected by indirect immunofluorescence
staining of HEp-2 cell slides (Biorad) using sera from indicated mice at a 1:50 dilution,
and probed with FITC conjugated goat anti-murine IgG F(ab’)2 (ImmunoJackson
Research). All images were obtained with a Nikon Eclipse T&2R (Nikon) microscope and
were analyzed using Imaged (NIH). For each experiment, the fluorescence intensity of 10
nuclei in each micrograph was quantified and normalized to the value obtained using an

ANA positive serum.

ELISA

Total murine IgG or IgM serum levels were measured as follows. Briefly, 96 microwell
plates (Nunc Maxisorp, ThermoFisher) were coated with purified goat anti-mouse 1gG or
IgM (Jackson ImmunoResearch) in carbonate buffer (Na2CO3 0,1M, NaHCO3 0,1M pH
9,5) for 1 hour at 37°C and total IgG or IgM were detected with horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated goat anti-mouse y or y (Jackson ImmunoResearch). Levels of Ig were
determined by comparison with a standard curve using purified IgG or IgM (Jackson
ImmunoResearch). Serum anti-dsDNA and Rheumatoid Factor activities were analysed

as follows. Briefly, 96 microwell plates (Nunc Maxisorp, ThermoFisher) were coated with
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purified Calf-Thymus DNA at 100ng/mL (Sigma-—Aldrich) in Tris-HCI buffer (Tris HCI
50mM, EDTA 10mM, pH 7.5) for 1h at 37°C. Then, ssDNA was digested with S1 nuclease
at 0,001U/pL (Promega) in Acetate buffer (50mM Na Acétate, 50mM NaCl, 1mM ZnS0O4,
5% Glycerol, pH 4.5) for 1h at 37°C. For Rhumatoid Factor detection, 96 microwell plates
(Nunc Maxisorp, ThermoFisher) were coated with purified mouse IgG at 50ug/mL
(Jackson Immunoresearch,) in carbonate buffer (Na2CO3 0,1M, NaHCO3 0,1M pH 9,5)
for 1h at 37°C. Serum samples were incubated at several dilution overnight at RT. Plates
were then incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-mouse y or
M (Jackson ImmunoResearch) for 1h at 37°C. For all ELISA tests, the wells were
developed with Fast Ortho-Phenylene Diamine substrate (Sigma—Aldrich). The reaction
was stopped with addition of H2SO4 solution (1 M) after 20 minutes at RT and

absorbance was measured at 490 nm.
IFN score

RNA was extracted from whole blood with Direct-zol™ RNA MicroPrep (Ozyme) and
cDNA was generated using the high-capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems).
PCR was carried out with a FastStart Universal SYBR Green Master (Roche) on a
StepOne plus instrument (Applied Biosystems). Primers were designed using the Roche
software. The following primers were used for quantitative PCR: MM-ISG15-F
AAGCAGCCAGAAGCAGACTC;MM-ISG15-R CACGGACACCAGGAAATCGT;MM-

IFIT1-F AAGGCACTGAACAACAAGACCG; MM-IFIT1-R
TGACTGCTTATGAAACTGTAGGAAA,; MM-RSAD2-
FGTGGACGAAGACATGAATGAAC; MM-RSAD2-R CTCAATTAGGAGGCACTGGAA;
MM-GAPDH-F GCATGGCCTTCCGTGTTC; MM-GAPDH-R

TGTCATCATACTTGGCAGGTTTCT. The expression of ISGs was normalized to the level
of GAPDH, and the IFN score was calculated as the median of the normalized count of
the three 1SGs.

Kidney histopathology

134



Kidneys were fixed in 10% neutral buffered formalin and embedded in paraffin. Kidney
sections were cut at 5 um thickness for H&E staining (Sigma-Aldrich). All images were
obtained with an Axioimager Z1 microscope (Zeiss) and Coolsnap camera using

Metamorph software (Molecular Devices).
Proteinuria measurement

Urine was collected from mice and deposited on Albustix strip (Siemens). Proteinuria
score was determined as followed: 0= negative, 1=trace, 2=30 mg/dL, 3=100 mg/dL,
4=300 mg/dL and 5=>2000 mg/dL.

Immunofluorescence analysis

Mouse kidneys were embedded in OCT and snap frozen over liquid nitrogen. 6um thin
sections were cut on a cryostat, mounted on SuperFrost Plus Gold slides (Thermo Fisher
scientific) and fixed in cold acetone for 20 min. Kidney sections were saturated with BSA
1% and donkey serum 5% blocking solution during 30 min, then with BSA 1% blocking
solution containing anti-CD16/CD32 (BD Bioscience) during 30 min and were stained
using FITC-anti-lgG (Jackson Immunoresearch) or FITC-anti-IgM (Jackson
Immunoresearch). The images of stained kidney sections were captured using
Axioimager Z1 microscope (Zeiss) and Coolsnap camera using Metamorph software

(Molecular Devices) and were analyzed using ImagedJ (NIH).

Automated Western immunoblotting

Cells were lysed in RIPA lysis buffer (25 mM Tris, HCI, pH 7.4,150 mM NaCl,1% NP-40,
1% sodium deoxycholate and 0.1% SDS containing protease and phosphatase Inhibitors
(Sigma-Aldrich)) for 30 min at 4°C. Supernatant was collected following centrifugation at
16,000 g, 4°C, and protein content was quantified using the yBCA quantification kit
(Thermo Fisher Scientific). PKC-3 protein expression was detected using automated
Jess™ Simple Western system (ProteinSimple). Briefly, cell lysates were diluted to
0.5ug/ul in 0.1x sample buffer and Fluorescent 5X Master mix containing 400mM DTT

(ProteinSimple). Samples were denatured at 95°C for 5min and proteins were separated
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in capillaries using 12-230-kDa Jess separation module and following manufacturer’s
standard method (ProteinSimple). Anti-PKC-6 (Cell signaling Technology) were used for
protein detection and revealed using HRPO-coupled secondary antibodies
(ProteinSimple). Digital image of chemiluminescence of the capillary was analysed using
Compass Simple Western software (version 4.1.0, Protein Simple) that calculated
automatically heights (chemiluminescence intensity), area, and signal/noise ratio. PKC-3
level was normalized on total protein expression, using the JESS protein Normalization

assay and according manufacturer's instructions.
Flow cytometry

Single cell suspensions of BM, LN and spleens were stained with antibody cocktails. The
following monoclonal antibodies from eBioscience, BD Biosciences or Biolegend were
used for flow cytometry: anti-CD19 (6D5), anti-B220 (RA3-6B2), anti-CD3 (145-2C11,
500A2), anti-CD8a (53-6.7), anti-CD4 (GK1.5), anti-NK1.1 (PK136), anti-CD11b (M1/70),
anti-CD11c (N418), anti-IgM (R6-60.2), anti-lgD (11-26c¢.2a), anti-lgG1 (A85-1), anti-
CD21 (7E9), anti-CD23 (B3B4), anti-CD24 (M1/69), anti-CD27 (LG.7F9), anti-CD45.1
(A20), anti-CD45.2 (104), anti-CD64 (X54-5/7.1), anti-CD69 (H1.2F3), anti-CD86 (GL1),
anti-CD95 (Jo2), anti-CD138 (281-2), anti-CD317 (927), anti-TACI (8F10), anti-MHCII
(M5/114.15.2), anti-GL7 (GL7), anti-KI67 (solA15), anti-Ly6C (HK1.4), anti-Ly6G (RB6-
8C5), anti-Siglec F (E50-2440), anti-Siglec H (440c), anti-F4/80 (T45-2342), anti-CD107a
(1D4B). Intracellular stainings and stainings for phosphorylated proteins were performed
using the Foxp3 fixation/permeabilization or Lyse/Fix and Perm-IIl kits (BD Bioscience).
The following antibodies from eBioscience, BD Biosciences, Biolegend and Tube-Bio
were used for intracellular staining and phospho-specific flow cytometry: anti-P-Syk
(pY348) (1120-722), anti-P-Btk (pY223) (N35-86), anti-p-Akt (pS473) (M89-61), anti-p-Erk
(T202/pY204) (201), anti-p-S6 (p240/244) (D57.2.2E), anti-P-4E-BP1 (Thr37/46)
(236B4), anti-T-bet (4B10), anti-PIP3 (Z-P345). Cell viability was measured by staining
with the fixable viability dye eFluor 506 or Near IR (Thermo Fisher Scientific). Flow
cytometry was carried out on a FACS Fortessa (Becton-Dickinson). Data were analyzed

using FlowdJo (Treestar).
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In vitro B cell apoptosis experiments

2x10° splenocytes were cultured in complete medium (RPMI-1640 supplemented with
10% heat-inactivated FCS, 10mM Hepes, 1mM sodium pyruvate and 50uM -
mercaptoethanol). After 48h or 72h, B cells viability was assessed by flow cytometry.

In vitro B cell stimulation experiments

Splenocytes were labeled with 5uM CellTrace Violet dye (Thermo Fisher Scientific) in
PBS for 20min at 37 °C. After washing with complete medium (RPMI-1640 supplemented
with 10% heat-inactivated FCS, 10mM Hepes, 1mM sodium pyruvate and 50uM B-
mercaptoethanol), cells were seeded at a density of 2x10°8 cells in 1ml of stimulation
medium containing 10 pug/mL of AffiniPure F(ab'), Fragment Goat Anti-Mouse IgM, p
chain specific (Jackson Immunoresearch) and 5 pg/mL of CD40 (mouse) monoclonal
antibody (FGK45). At day 3, proliferation of stimulated B cells was assessed by flow
cytometry.

For the measurement of phosphorylated proteins, different CD45 antibodies or CellTrace
Violet dye (Thermo Fisher Scientific) dilutions were used to barcode splenocytes from the
indicated genotypes after 1 hour at 4 °C. Next, barcoded cells of each genotype were
pooled and incubated during 15min at 4 °C with 10 ug/mL of AffiniPure F(ab'), Fragment
Goat Anti-Mouse IgM, u chain specific (Jackson Immunoresearch), then with 10 pg/mL of
Rabbit anti-Goat IgG (H+L), Superclonal™ Recombinant Secondary Antibody (Thermo
Fisher scientific) during 15 minutes. In some experiments, some inhibitors were used at
the following concentrations: Cerdulatinib (Sigma—Aldrich; 20 nM), PRT062607 (Sigma—
Aldrich; 11.11 nM), Wortmaninn (Sigma-Aldrich; 37 nM) and Rapamycin (Merck; 1.85
nM). Splenocytes were incubated at 37 °C for the stimulation and fixed by addition of 10

volumes of Lyse/Fix at the indicated time point.
In vitro stimulation of NK cells

Spleen cell suspension were incubated with biotinylated mAb against: CD3 (14-2 C11),
TCRB (H57-597), TCRyd (GL3), CD19 (ebio1D3), TER-119 (ter119) (eBioscience),

137



followed by incubation with anti-biotin microbeads (Miltenyi), and NK cell enrichment by
magnetic separation using the AutoMACS device (Miltenyi). Enriched NK cells were co-
cultured for 4 hr with YAC-1 cells at 1:1 ratio calculated based on the cell number and the
percentage of NK cells after purification. The expression of surface CD107a was then

measured on NK cells by flow cytometry.
RNA-sequencing

FO B cells CD3-CD19+CD45R+CD24intCD21intCD23+ were sorted using a FACSAria
Cell Sorter (Becton-Dickinson). Purity of sorted cell populations was over 98% as
measured by flow cytometry. FO B cells were stimulated with 10 pg/mL of AffiniPure
F(ab'), Fragment Goat Anti-Mouse IgM, p chain specific (Jackson Immunoresearch)
during 4 hours. RNA libraries were prepared as follows. Briefly, total RNA was purified
using the Direct-Zol RNA microprep kit (Zymo Research) according to manufacturer
instructions and was quantified using QuantiFluor RNA system (Promega). The
preparation of library was performed using the SENSE mRNA-Seq Library Prep Kit
(Lexogen) according to manufacturer instructions. Tagged library quality was checked on
D1000 screen tape and analyzed on Tape station 4200 (Agilent). Sequencing was
performed by the GenomEast platform, a member of the “France Génomique” consortium
(ANR-10-INBS- 0009), on an lllumina HiSeq 4000 sequencing machine (read length
1 x50 nt).

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed with the GraphPad Prism 6 software. We used
unpaired Student’s t-test or Mann-Withney test to calculate statistical significance when
comparing a single parameter between two experimental groups. If more than one
parameter (sex or cell subsets) was compared, a false discovery rate (FDR) adjustment
was applied. One-way analysis of variance (ANOVA) was used when more than two
experimental groups were compared, and the statistical significance was determined

using the Tukey’s post-hoc test. Two-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni
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multiple comparison correction was used when comparing two parameters between more

than two experimental groups.
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Figure legends

Figure 1: Autoimmune phenotype in Prkcd®5795/6510S mice

(A) Cartoon showing the method used to generate PrkcdG5705/G510S mice using
CrispR/Cas9 mediated genome editing. (B) Capillary electrophoresis analysis of PKC-0
expression in lymphoid organs of the indicated mice (representative of two independent
experiments). (C) Survival curves of Prkcd** (n=126), Prkcd*¢%10S (n=20) and
Prkcd65105/6510S (n=43) mice (left: all sex combined, and right: sex indicated; Prkcd**
females=45, males=81; Prkcd®5705/G510S females=8, male=35). Statistical test: Mantel-
Cox. (D) Spleen size and cellularity in Prkcd** (n females=12), (n males=19) and
PrkcdG5105/G510S (n females=12), (n males=19) mice. Statistical test: Mann-Whitney using
FDR adjustment. (E) Microscopy analysis of kidney inflammation. Hematoxylin-eosin
staining (left) and anti-mouse IgG staining (right) of kidney sections (x40). (F) Proteinuria
in mice aged 5-6 months (n=7) as measured using Albustix dipstick. Statistical test: Mann-
Whitney. (G) Detection of anti-nuclear antibodies by labeling Hep2 cells with serum from
the indicated mice. (H) Quantification of dsDNA-IgG, rheumatoid factor (RF) and (I) total
IgM and IgG as measured by ELISA in the serum of mice of the indicated age. For each
group, n=6; statistical test: Mann-Whitney. (J) IFN score in blood cells of the indicated
mice (n=29). Statistical test: Unpaired t-test. Scale bar, 20 um. Data are presented as the

mean + SD; no marks indicate lack of statistical significance.

Figure 2: Alteration of immune cell populations in Prkcd®510S/G510S mjce

(A) Flow cytometry analysis of NK cells, macrophages, neutrophils, eosinophils,
plasmacytoid (pDC) and conventional (cDC) dendritic cells (left histogram, n=5), CD4+
and CD8+ T cells (middle histogram, n=13) or B cells (right histogram n=9-22). Data show
the percentages of indicated subsets among live cells in cell suspensions from spleen
(left and middle) or indicated organs (right) of Prkcd** and PrkcdG5705/G510S mice.
Statistical test: Mann-Whitney. (B) Flow cytometry analysis of B cell FSC-A in BM, spleen
and LN of the indicated mice. Left: representative FACS panels; Right: Dot plots showing
normalized mean FSC-A in different experiments. Statistical test: Mann-Whitney. (C)
Normalized mean fluorescence intensity (MFI) of CD69, MHCIl and CD86 staining in

gated B cells from the spleen of the indicated mice, as measured by flow cytometry (n=9
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in three independent experiments, MFI relative to WT levels). Statistical test: Mann-
Whitney. (D-G) Flow cytometry analysis of the frequency of indicated B cells subsets in
the BM (n=7) (D) or spleen (n=5-19) (E-G) of the indicated mice. Statistical test: Mann-
Whitney. (H-J) Flow cytometry analysis of mixed BM chimeras, reconstituted with a 1:1
mixture of BM from CD45.1* WT mice and BM from CD45.2* mice (WT or Prkcd©5705/G510S
as indicated). The following parameters were analyzed: (H) frequency of total B cells
among cells of the indicated genotype; (1) MFI of CD69, MHCII and CD86 staining in gated
B cells of the indicated genotype; (J) frequency of MZ B cells, ABC, PC cells in total B
cells of the indicated genotype. Statistical test: Wilcoxon matched-pairs signed rank.
Lines connect data obtained for the same chimeric mice. Chimeric mice (n=6-9 for each
combination) were analyzed 8-12 weeks post transplantation. Data are presented as the

mean = SD; no mark indicates lack of statistical significance.

Figure 3: B cell autonomous role of the Prkcd®5105/6510S mytation in autoimmunity

Mixed BM chimeras were generated by reconstituting mice with a 4:1 mixture of BM from
MMT mice and BM from WT or PrkcdG57105/G510S mijce. (A) Capillary electrophoresis
analysis of PKC-b6 expression in purified B cells and non-B cells from the spleen of the
indicated mice. (B) Spleen size and cells number in spleen of Prkcd** and
PrkcdG5105/G510S mijce (n=5-6). Statistical test: Mann-Whitney. (C) Hematoxylin eosin
staining (left) and immunofluorescence staining with anti-mouse IgG antibody (right) of
kidneys sections of the indicated mice (x40). (D) IFN score in blood cells of the indicated
mice (n=6). Statistical test: Mann-Whitney. (E) Detection of anti-nuclear antibodies by
labeling Hep2 cells with serum from the indicated mice. (F) Quantification of dsDNA-IgG,
rheumatoid factor (RF), IgM and IgG by ELISA in serum from the indicated mice. For each
group, n=6; statistical test: Mann-Whitney. The chimeric mice (n=5-6 for each genotype
in two independent experiments) were analyzed 8-12 weeks post transplantation. Scale
bar, 20 um. Data are presented as the mean = SD; no mark indicates lack of statistical

significance.

Figure 4: Elevated PI3K/AKT/mTor signaling in B cells with Prkcd®5105/G510S

mutation
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(A) Flow cytometry analysis of B cell proliferation upon stimulation with algM and aCD40
antibodies, as measured by CTV dilution. (Left) Representative Histograms; (Right)
Percentage of B cells in each division round (n=13, data pooled from 4 independent
experiments). Statistical test: Bonferroni multiple comparisons. (B) Flow cytometry
analysis of B cell viability following in vitro culture without stimulation. Results are
normalized to the WT condition at the 48h time point (n=8 in two independent
experiments). Statistical test: Mann-Whitney. (C) RNAseq analysis of gene transcription
of Prkcd** and PrkcdG5705/G510S B cells at basal state or 4 hours after BCR stimulation (n
=3 per group). Volcano plots of differential expression and p-value are shown. Genes
significantly up regulated or down regulated in Prkcd©%705/G510S B cells are shown in red
and in grey respectively (p-value threshold=0.05). (D) Functional annotation of
differentially expressed genes between groups upon BCR stimulation using Metascape.
Bar graphs show selected terms among the most significant ones. (E-G) Flow cytometry
analysis of different phosphorylation events in gated B cells from the spleen of Prkcd**,
Prkcd65105/6510S or BM chimera mice following stimulation with algM antibodies for
different times. (E) Representative FACS histogram plots (top) and dot plots (one dot=one
mouse bottom) of mean fluorescence intensity (MFI) of pSyk, pBtk, pErk, pAkt and pS6
stainings in PrkcdG5705/G510S yg WT B cells, normalized to the unstimulated WT condition
(bottom) (n=6, data pooled from two independent experiments). Statistical test: Bonferroni
multiple comparisons. (F) Dot plots of MFI of 4EBP-1 and PIP3 stainings in
PrkcdG5105/6510S yg WT B cells, normalized to the unstimulated WT (n=3-9 in one to three
independent experiments). Statistical test: Bonferroni multiple comparisons. (G) Dot plots
of MFI of pS6 staining in gated CD45.1+ and CD45.2+ B cells from BM chimera mice
(CD45.1 WT / CD45.2 PrkcdG5105/G510S) normalized to the unstimulated WT condition
(n=3-9 in one to three independent experiments). Connecting lines between dots indicate
that the corresponding B cells were from the same chimeric mouse. Statistical test:
Wilcoxon matched-pairs signed rank. The chimeric mice (n=4 for each genotype) were
analyzed 8-12 weeks post transplantation. Data are presented as the mean + SD; no

marks indicate lack of statistical significance.
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Figure 5: Improvement of autoimmune manifestations in Prkcd®5795/6519S mice upon
rapamycin treatment

(A) Outline of the experiment showing how PrkcdC57105/G510S mice were treated. (B) (Left)
Photographs of representative spleens of Prkcd**and PrkcdC5105/G510S mice treated with
vehicule (+veh) or rapamycin (+rapa). (Right) Spleen cell numbers in the different groups
(n=4 in each group). Statistical test: Tukey multiple comparisons. (C)
Immunofluorescence microscopy analysis of IgG and IgM deposits in kidneys. (Left)
representative photographs (x40). (Right) Quantification of the staining in the different
groups. Statistical test: Mann-Withney. (D) Detection of anti-nuclear antibodies by
labeling Hep2 cells with mouse serum. Analyses were made before and after treatment
with rapamycin or vehicle, as indicated and mean fluorescence intensity was quantified.
Statistical test: Wilcoxon matched-pairs signed rank. (E) Flow cytometry measurement of
CD69, MHCII and CD80 mean fluorescence intensity (MFI) normalized to WT in gated B
cells from spleen of the indicated mice (n=4 in each group). Statistical test: Tukey multiple
comparisons. (F) Flow cytometry analysis of ABC, GC B cells, PC cells percentages of
the indicated mice. Statistical test: Tukey multiple comparisons. (G) Flow cytometry
measurement of P-S6 mean fluorescence intensity (MFI) normalized on unstimulated WT
in gated B cells from spleen following treatment with algM of the indicated mice. Statistical
test: Tukey multiple comparisons. Data are presented as the mean+SD; no marks

indicate lack of statistical significance.

148



Supplementary Figure Legends

Figure S1: Other autoimmune features in Prkcd®5105/G510S mjce

(A) Representative images of LN from Prkcd** and Prkcd©%705/G510S mice. (B) Numeration
of glomeruli-infiltrating cells in the glomeruli based on kidney sections stained with
hematoxylin and eosin of the indicated mice. 5 glomeruli per mouse where analyzed
(n=3). Statistical test: Mann-Whitney. (C) Quantification of serum dsDNA-IgM according
to age of the indicated mice. For each group, n=6; statistical test: Mann-Whitney. Data

are presented as the mean + SD; no marks indicate lack of statistical significance.

Figure S2: Analysis of NK cells in Prkcd®5105/G510S mice

(A) Flow cytometry analysis of FSC-A parameter in NK cells from the indicated mice.
(Left) representative FACS histograms for each group. (Right) Dot plots showing
normalized mean FSC-A in NK cells from spleen of different experiments (n=11).
Statistical test: Mann-Whitney. (B) Flow cytometry analysis of Ki67 expression in NK cells
from the indicated mice. (Left) representative FACS histograms for each group. (Right)
Mean+/-SD percentage of Ki67+ cells in NK cells in both groups (n=7). Statistical test:
Mann-Whitney. (C) Flow cytometry analysis of the proportions of NK cells subsets (n=6)
in the spleen of Prkcd** and Prkcd®%705/G510S mice (n=6). Statistical test: Mann-Whitney.
(D) Percentage of CD107a+ cells among spleen NK cells following a 4-hour stimulation
with YAC-1 cells (n=6, data pooled from two independent experiments). Statistical test:
Mann-Whitney using FDR adjustment. (E-G) Flow cytometry analysis of mixed BM
chimeras reconstituted with a 1:1 mixture of BM from CD45.1+ WT mice and BM from
CD45.2+ WT or CD45.2+ Prkcd®5105/G510S mice. (E) Percentage of NK cells derived from
each donor genotype in the spleen (n=6 in each group, data pooled from two independent
experiments). Statistical test: Wilcoxon matched-pairs signed rank. (F) Proportions of NK
cell subsets of each genotype in the spleen (n=6, data pooled from two independents
experiments). Statistical test: Wilcoxon matched-pairs signed rank. (G) Percentage of
CD107a+ cells in spleen NK cells of each genotype following a 4 hour stimulation with
YAC-1 cells (n=6, pooled from two independents experiments). In E-G, connecting lines

between dots indicate that cells from the indicated genotype were from the same chimeric
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mouse. Data are presented as the means.d; no marks indicate lack of statistical

significance.

Figure S3: B cell phenotype and proliferation in Prkcd®5795/6510S mice

(A) Flow cytometry analysis of Ki67 positive cells (n=6) in gated B cells from spleen of
the indicated mice. Statistical test: Mann-Whitney. (B) Flow cytometry measurement of
Ki67* expression in B cell subsets from BM (CD19MB220™, CD19"9"B220Md") and from
spleen (T1, T2, T3, FO, MZ, PC, CD21-CD23-, ABC) of the indicated mice. Statistical
test: Mann-Whitney (n=7). (C) Flow cytometry analysis of B cell proliferation upon
stimulation with algM antibodies, as measured by CTV dilution. Percentage of B cells in
each division round (n=15, data pooled from 5 independent experiments). Statistical test:
Bonferroni multiple comparisons. (D) Flow cytometry analysis of B cell proliferation
induced by LPS. Representative FACS histograms (left) and mean+/-SD percentage of
divided B cells (right, n=9, data pooled from three independent experiments). Statistical
test: Mann-Whitney. (E) Flow cytometry analysis of pERK in gated B cells from spleen of
the indicated mice following stimulation with thapsigargin. Results show mean
fluorescence intensity (MFI) of pERK staining, normalized to the level in unstimulated WT
B cells. (n=7, data pooled from three independent experiments). Statistical test:
Bonferroni multiple comparisons.

Figure S4: Interferon signature in Prkcd®3195/6510S mice treated with vehicule and
rapamycin

(A) Measurement of the IFN score in blood cells before and after treatment in

PrkcdG5105/G510S mice (n=4 in each group). Statistical test: Mann-Withney.
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1.2/ Résultats complémentaires de I'article 1

1.2.1/ Role de PKC-6 dans la production d’IFN-a

Nous avons vu dans I'article 1 que les souris homozygotes pour la mutation Prkcd G510S
développaient de maniére précoce un phénotype auto-immun sévere. Nos travaux se sont
focalisés principalement sur les LB. Nous avons notamment montré que grace au modele
UMT/Prkcd ©510%/65105 ' que les LB porteurs de la mutation suffisaient a I’apparition de symptémes
auto-immuns. Néanmoins, le role des IFN-I dans le LES n’est plus a démontrer et au vu du peu de
littérature traitant du lien entre PKC-6 et I'IFN-I, nous avons voulu savoir ce qu’il en était dans

notre modele.
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Figure 34 : Production d’IFN-a par les pDC des souris Prkcd */* et Prkcd ©5105/65105

Les pDC ont été isolées a partir de la MO ou de la rate provenant de 3 souris Prkcd */* et 3
souris Prkcd @°105/65105. Ay vu du faible nombre de pDC retrouvé dans ces organes, les pDC
provenant de chaque groupe de souris ont été regroupées. 5x10* pDC ont été exposées a
différentes concentrations de ligand de TLR9 (CpG 1585 et 2216) pendant 18 heures. Le
surnageant des différentes conditions ont été récupérées et un dosage d’IFN-a a été réalisé

par ELISA. n=3, N=1.
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Pour ce faire, des pDC extrait de la MO et de la rate de souris Prkcd */* et Prkcd ©>105/65105
ont été isolées et stimulées avec des ligands de TLR9 (CpG 1585 et CpG 2216). Le surnageant a
été récupéré et la production d’IFN-a a été mesurée (Figure 34). De maniere intéressante, la
production d’IFN-a par les pDC avec la mutation G510S est plus faible comparée aux cellules
controles quel que soit le ligand ou l'origine des pDC (MO ou rate). Ainsi, PKC-§ serait un
régulateur négatif de la production d’IFN-I. Uddin et al. avaient montré sur des lignées cellulaires
que PKC-6 réprimait la transduction du signal sous les récepteurs IFNAR (Uddin et al., 2002). En
conséquence, PKC-8 serait impliqué sur la régulation de la voie IFN-I a plusieurs niveaux : la
production directe de I'lFN-I et la transduction du signal sous les récepteurs IFNAR. Un défaut de
PKC-6 réduirait alors la production d’IFN-I et pourrait favoriser les susceptibilités aux infections.
Cependant, les résultats de la figure 34 sont préliminaires puisque I'expérience n’a été réalisée
gu’une seule fois. L'expérience devrait étre répétée afin de confirmer cette tendance.
Concernant les travaux de Uddin et al., ils ont été réalisés sur des lignées cellulaires. Il n’y a pas
eu de nouvelles études depuis celle-ci publiée en 2002 allant de sens et réalisées sur d’autres
modeles (souris Prkcd -/- ou cellules provenant de patients avec un déficit en PKC-6).

1.2.2/ Tests d’inhibiteurs in vitro sur la signalisation du BCR

Nos résultats ont montré une augmentation de I'activité de la voie PI3K/Akt/mTOR dans
les LB des souris Prkcd ©5105/65105 Cette hausse est notamment due au réle intrinséque de la
mutation Prkcd G510S/G510S dans les LB. Nous avons alors traité les souris Prkcd ¢5105/65105 qyec
la rapamycine, un inhibiteur de mTOR, et avons observé rapidement une amélioration des
symptdmes auto-immuns. Néanmoins, nous avons testé d’autres inhibiteurs ciblant des
protéines de la voie du BCR in vitro dans le but d’identifier plus précisément a quel niveau de la
voie de signalisation agissait PKC-3. De maniére intéressante, les inhibiteurs de SYK (Cerdulatinib
et PRT062607) échouent a réduire le niveau phosphorylation de S6, représentatif de I'activité de
la voie mTOR, dans les LB Prkcd ¢5195/65105 (Figure 35). Toutefois, la Wortmaninn (inhibiteur de la
PI3K) et la rapamycine ont un fort impact négatif sur la phosphorylation de S6 et permettent
d’avoir un niveau similaire entre les LB WT et Prkcd ©510%/65105_ Ce résultat met en avant l'action
spécifique de PKC-6 spécifiquement sur la voie PI3K/Akt/mTOR. Néanmoins, nous ne savons
toujours pas par quel moyen PKC-6 agit sur cette voie de signalisation. Nous souhaitons alors
rechercher les partenaires de PKC-6 via des études protéomiques. Pour cela, nous avons inséré
par CrispR/Cas9 un "tag" en C-ter de la protéine PKC-6 dans un modéle murin qui nous permet
de rechercher des interactants par masse spectrométrie apres stimulation de la voie du BCR.
Nous sommes actuellement dans I'attente des premiers résultats et espérons identifier des
interactants de PKC-6 qui pourrait expliquer son réle dans la régulation de la voie
PI3K/Akt/mTOR.
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Figure 35 : Mesure de la phosphorylation de S6 en présence d’inhibiteurs dans les LB
Prkcd*/* et Prkcd ©5105/65105 3pras stimulation du BCR
Mesure par cytométrie de la MFI (Mean flurorescence intensity) de la phosphorylation de

S6 normalisée sur la MFI mesurée chez les WT pour chaque expérience dans les LB de la
rate apres stimulation du BCR en présence ou en absence d’inhibiteurs de Syk : Cerdulatinib
(Cerdu) et PRT062607 (PRT), inhibiteur de PI3K : Wortmaninn (Wort) et inhibiteur mTor :
Rapamycine (Rapa). n=2 a 4. Test statistique : Comparaisons multiples avec correction de

Bonferroni.
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1.2.3/ Matériel et méthodes complémentaires
Stimulation des pDC in vitro en présence de ligands de TLR9

Les pDC ont été isolées en marquant les cellules avant un anticorps anti-PDCA1 Biotin et
un anticorps secondaire anti-Biotin couplé a des billes sur des colonnes MACSQuant (Miltenyi).
5x10% cellules ont été placées en plaque 96 puits en présence de ligands de TLR9 : CpG 1585 et
2216 pendant 18 heures. Les surnageants ont été récupérés et I'lFN-a a été dosé avec le kit (PBL
Interferon Source).

Stimulation des LB in vitro en présence d’inhibiteurs

Différents anticorps anti-CD45 (BD Bioscience) ont été utilisés pour barcoder les
splénocytes de chaque souris afin de les stimuler dans les mémes conditions. Les cellules
barcodées ont été regroupées et incubées pendant 15 minutes a 4°C avec une concentration a
10 ug/mL de " AffiniPure F(ab'), Fragment Goat Anti-Mouse IgM, u chain specific" (Jackson
Immu-noresearch), puis avec une concentration a 10 ug/mL de " Rabbit anti-Goat 1gG (H+L),
Superclonal™ Recombinant Secondary Antibody" (Thermo Fisher scientific) pendant 15 minutes.
Les cellules ont ensuite été incubées avec les inhibiteurs suivants : : Cerdulatinib (Sigma—Aldrich;
20 nM), PRT062607 (Sigma—Aldrich; 11.11 nM), Wort-maninn (Sigma—Aldrich; 37 nM) and
Rapamycin (Merck; 1.85 nM). Enfin, les splénocytes ont été incubés a 37 °C pour les stimuler et
ont été fixés en ajoutant un volume 10 fois plus important de Lyse/Fix (BD Bioscience). Les
cellules ont ensuite été perméabilisées avec le kit Perm IIl (BD Bioscience) et marquées avec les
anticorps suivants : anti-B220 (RA3-6B2) et anti-p-S6 (p240/244) (D57.2.2E). Les échantillons ont
été analysées sur un appareil FACS Fortessa (Becton-Dickinson). Les données ont été analysées
a I'aide de FlowlJo (Treestar).
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2— ETUDE DES MUTATIONS IKZF1 D120V/+, LYN F258S/+ : Déterminer leurs

roles dans le lupus

Contrairement au premier article ol nous avons étudié une mutation induisant un LES

monogénique, cette deuxieme étude s’est concentrée sur deux mutations potentiellement

pathogéniques retrouvées en hétérozygotie chez les patientes. En outre, nous souhaitons

déterminer si le concept de LES digénique peut étre relevant et s’intégrer parmi les causes

génétiques de LES. Pour ce projet, j’ai participé a la réalisation d’expériences in vitro mais j'ai
principalement travaillé sur le développement et I'étude des modéles murins .

Etat de 'art :

Des mutations de [KZF1 sont retrouvées dans des familles avec un LES
monogénique.

Des polymorphismes de LYN sont associés au LES.

Les modeéles murins avec des défauts de /kzf1 et Lyn développent un phénotype
auto-immun.

Le facteur de transcription IKAROS est impliqué dans la lymphopoiéese et la mise
en place des mécanismes d’anergie des LB.

La tyrosine kinase LYN module de nombreuses voies de signalisation et en
particulier la signalisation sous-jacente au BCR en ayant a la fois un role activateur
et inhibiteur.

Principaux résultats :

Le variant D120V de [/KZF1 induit une baisse de [l'activité du facteur de
transcription IKAROS.

Le variant F258S de LYN n’altére pas I'expression de la protéine.

Les modeéles murins avec la mutation de IKZF1 a |'état hétérozygote ou
homozygote ne présentent pas de phénotype auto-immun.

Certaines souris avec la mutation F258S de LYN présentent quelques symptomes
relatifs a I'auto-immunité .
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Impacts :

e |dentification d’un variant IKZF1 potentiellement défectueux.

e Génération de modeéles murins avec les mutations de /kzf1 D120V et Lyn F258S
qui pourront étre utilisés pour poursuivre I'étude de ces mutations dans un
contexte plus physiologique.
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2.1/ Présentation de la famille avec les mutations de IKZF1 D120V/+, LYN
F258S/+

Des jumelles monozygotes ont été diagnostiquées pour un LES dont les premiers
symptomes sont apparus a I'age de 14 ans. Les patientes présentent une lymphopénie avec une
altération de la répartition des sous-populations lymphocytaires: une diminution des
compartiments B transitionnels et naifs et une augmentation des LB mémoires (CD19*CD27%). Les
patientes sont originaires de France et sont issues d’'une union non-consanguine. Le pere est en
bonne santé tandis que la meére a été diagnostiquée pour un LES tardivement. Ses symptomes
sont légers avec principalement une photosensibilité et la présence d’AAN. Le frere des patientes
est atteint d’un diabéte de type 1. Les données cliniques et biologiques sont présentées dans le
tableau 8. Au vu des antécédents familiaux d’auto-immunité, une analyse génétique par
séquencage d’un panel de 147 génes a été réalisée. Cette liste de genes regroupe ceux étant
actuellement connus pour induire un lupus chez I’'Homme et ceux potentiellement causals
identifiés par GWAS et dans les modéles animaux. De cette analyse, deux mutations ont été
identifiées chez les jumelles(ll.2 et 11.3): une mutation hétérozygote de [IKZF1
(c.359A>T;p.D120V) et une mutation hétérozygote de LYN (c.773T>C;p.F258S) (Figure 36). Le
pére (1.1) est porteur du variant de LYN et la mere (I1.2) de la mutation de IKZF1 a I'état
hétérozygote. La sceur asymptomatique (l.4) ne posséde aucun des alleles mutés tandis que
nous n’avons pas ces données pour le frére (II.1). Les variants de LYN et IKZF1 ne sont pas
retrouvés dans les bases de données de Exac et gnomAD v2 1.1. Les prédictions sur la
fonctionnalité des protéines ont classé ces variants comme déléteres (analyse SIFT) ou
probablement dommageables (analyse Polyphen).

1.1 1.2 1.2 1.3 .4
Age (years) at onset, sex (M/F) X, M x, F 13, F 6, F x, F
Arthritis.
Lupus type x X Nephropathy
Pericarditis
Lymphocyte/ul (normal range) 2300 (1200-3600) 2358 (1000-2800) 894 (1000-2800) 942 (1000-2800) X
% CD19+ (normal range} 16.8 (5.0-20.0) 7.6 (7.9-19.6) 10.4 (7.9-19.6) 1.1 (7.8-19.6) x
%CD3+ (normal range) 70.0 (58.0-84.0) 85 (61-83) 67 (61-83) 96 (61-83) x
Lupus anticoagulant Ab positive NA NA NA NA
Anlicardjol!p!n Ab (GPL/mI)
Anticardiolipin IgG 4 (<20) Negative SSA+ SMRNP+  SSA+ SmRNP+ Sme+ Negative
Anticardiolipin IgM.
Other
ANA Positive: nuclear, fine speckled 1/160 AL, s Poﬁgir‘::): Zk::cr,r:jztin, e MR, T Negative
: A p speckled Lens speckled 1/1280 9
Farr (1U/ml) =7 <4 67.6 20.2 <1
19G (g/L) 8.85 4,13 13.2 13.1 12.6
lgG2 (7.51 — 15.60) 2.26 4.14 3.39 2.94
IgG3 0.16 0.62 0.72 0.49
1.12 0.70 3.06 0.12 1.07

IgA (g/L)

(0.82 — 4.53) (0.78-4.11) (0.78-4.11) (0.78-4.11) (0.43-2.68)

0.42 0.37 0.83 0.73 0.86

IgM (g/iL)

(0.46 — 3.04) (0.40-2.80) (0.40-2.80) {0.40-2.80) (0.65-2.40)

Tableau 8 : Caractéristiques cliniques des patients de la famille avec les variants de IKZF1

et LYN
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Les deux variants induisent une substitution sur des résidus tres conversés a travers les
especes (Figure 37). La mutation de /IKZF1 est localisée dans la région codant le premier doigt de
zinc de la protéine IKAROS tandis que le variant de LYN se trouve dans le domaine kinase.

Au vu du phénotype plus sévere et précoce observé chez les patientes, comparé au LES
tardif et plus léger observé chez la mere, nous avons fait ’hypothése que I'effet combiné des
deux variants pourraient favoriser le développement du LES chez ses patientes. Nous avons alors
étudié I'effet de chaque variant in vitro et avons généré des modeles murins avec ces mutations
afin d’étudier leurs implications dans le développement d’un phénotype auto-immun.

1 2
IKZF1 +/+ IKZF1 D120V/+
LYN F2585/+ LYN +/+
1| 2 3 4
I
? IKZF1 D120V/+ IKZF1 +/+
LYN F2585/+ LYN +/+

Figure 36 : Arbre généalogique de la famille avec les variants de IKZF1 et LYN
Les symboles pleins représentent les individus diagnostiqués pour un LES; les symboles ouverts
représentent les personnes asymptomatiques. +=allele WT.

IKZF1 LYN
109 GIRLPNGKLKCDICGIICIG 249 LVKRLGAGQFGEVWMGYYNN H. Sapiens
109 GIRLPNGKLKCDICGIVCIG 249 LVKKLGAGQFGEVWMGYYNN M.Musculus
115 GIRLPNGKLKCDICGIVCIG 247 MVKKLGAGQFGEVWMAFYNN D.Rerio
109 GIRLPNGKLKCDICGIICIG 249 LVKRLGAGQFGEVWMGYYNN P.Troglodytes
165 GIRLPNGKLKC CGIICIG 249 LVKRLGAGQFGEVWMGYYNN C.Lupus
109 GIRLPNGKLKCDICGIICIG 249 LVKRLGAGQFGEVWMGYYNN M.Mulatta
106 GIRLPNGKLKC CGIICIG 249 LVKRLGAGQFGEVWMGYYNN B.Taurus
61 GIRLPNGKLKC CGIICIG 275 LVKRLGAGQFGEVWMGYYNN O.Aries
109 GIRLPNGKLKCDICGIICIG 229 LVKKLGAGQFGEVWMGYYHN G.Gallus

Figure 37 : Alignement des séquences ADN des orthologues de IKZF1 et LYN dans
différentes espeéces

Les encadrements correspondent aux résidus modifiés par les mutations identifiées chez les
patientes.
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2.2/ Etude in vitro sur le variant IKZF1 D120V

2.2.1/ Impact de la mutation sur I’expression de la protéine

Pour commencer, nous nous sommes intéressés a I'impact de la mutation /IKZF1 D120V
sur I'expression de la protéine IKAROS. Pour cela, nous avons dans un premier temps évalué
I’expression de la protéine dans des lignées cellulaires lymphoblastiques (LCL) établies a partir
des cellules des patients. Nos résultats n‘ont pas montré de différence d’expression entre la
patiente et la mere avec la mutation (I1.2, 1.2) et les autres membres de la famille (1.1, 11.4) (Figure
38). Néanmoins, étant donné que les patientes sont hétérozygotes pour cette mutation, une
variation de I'expression de la protéine peut étre difficile a évaluer. Par conséquent, nous avons
transfecté des cellules HEK293T, n’exprimant pas IKAROS de maniére endogéene, avec un vecteur
exprimant 'ADN complémentaire (ADNc) de /IKZF1 WT ou D120V. Nous avons observé que
I’expression du variant /IKZF1 D120V n’impactait pas I'expression de IKAROS qui est similaire a la
forme WT (Figure 39). Ces différentes expériences suggerent que la mutation identifiée de IKZF1
n’impacte pas I'expression de la protéine.

LCL 1.1 L2 12 14

W - —

IKAROS

-l "= eup e | GCAPDH

Figure 38 : Expression de IKAROS dans les LCL de patients
Détection par Western-Blot de IKAROS et GAPDH a partir de LCL établies chez les membres de
cette famille.

WT D120V
80-

— — Flag
70- -
40- -

-y ®® |GAPDH
35- -

Figure 39 : Expression de IKAROS dans les cellules 293T transfectées avec IKZF1 WT ou
D120V

Détection par Western-Blot de IKAROS par une séquence "Flag" et GAPDH dans des cellules
293T transfectées un vecteur CMV3 exprimant I’ADNc de IKZF1 WT ou D120V.
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2.2.2/ Impact de la mutation sur la dimérisation et la reconnaissance de ’ADN

IKAROS agit en multimeére pour réguler la transcription de ses génes cibles en formant des
homodimeéres ou des hétérodimeres. Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés
aux capacités de dimérisation de IKAROS avec la mutation D120V. Les formes WT et mutée de
IKZF1 couplées a un tag "HA" ont été co-transfectées dans des cellules HEK293T avec IKZF1 WT
couplé a un tag "Flag", permettant de réaliser des expériences de co-immunoprécipitation.
L'immunoprécipitation de IKAROS-Flag entraine la détection de IKAROS-Tag WT et D120V de
maniére similaire, indiquant ainsi que la protéine IKAROS D120V est capable d’interagir avec une
autre protéine IKAROS (Figure 40). Afin de confirmer que cela n’est di a un différentiel
d’expression de IKAROS selon le génotype ou les différents tags, nous avons étudié I'expression
de IKAROS-HA et -Flag dans le lysat total et n’avons pas observé de différence entre les
différentes formes de la protéine. La capacité de dimérisation d’IKAROS n’est donc pas affectée
par le variant D120V.

IP-anti-Flag Lysat sur cellules totales
WT-IKZF1-FLAG - + + WT-IKZF1-FLAG - + +
= =
IKZF1-HA - & & IKZF1-HA - & S
a )
-80 — 50
HA - HA
- - e - W

-80

Flag . . — Flag — -80

Figure 40 : Dimérisation de IKAROS WT et D120V

Les lysats cellulaires de cellules HEK293T transfectées avec IKZF1-Flag WT et IKZF1-HA WT ou
D120V ont été immunoprécipités (IP) avec un anticorps anti-Flag et révélés avec un anticorps
anti-Flag pour démasquer une dimérisation. Les images de Western-blot représentent la
migration des échantillons de I'IP (a gauche) et de lysats de cellules entieres (a droite)
marquées avec un anticorps anti-HA (en haut) et un anticorps anti-Flag (en bas). Les données
présentées sont représentatives de 3 expériences.
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La fonctionnalité de la protéine peut également étre évaluée sur sa capacité a se lier aux
régions d'hétérochromatines péricentromériques et former des foyers dans le noyau ou I'on
retrouve une forte concentration d’IKAROS. Les formes d’'IKAROS WT, D120V et R162Q (décrite
précédemment dans la littérature comme une mutation induisant une perte des capacités
d’IKAROS a se lier a ’ADN) ont été chacune exprimées de maniére transitoire dans des cellules
NIH 3T3 et la formation de foyers a été évaluée dans chaque cellule. L’expression de IKZF1 D120V
entraine une diminution significative du nombre de foyers formés par noyau par rapport au
nombre de foyers détectés dans les cellules transfectées avec IKZF1 WT seul (Figure 41).

D120V R162Q

20 ~
.
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. F T
WT D120V R162Q

Figure 41 : Distribution intranucléaire de IKAROS WT et D120V

Les cellules NIH3T3 ont été transfectées avec IKZF1 WT ou D120V. Apres 36 heures, les cellules
ont été marquées avec un anticorps primaire anti-IKZF1 et un anticorps secondaire (rouge)
puis avec le DAPI. Les cellules ont été visualisées par microscopie confocale (en haut).

Les foyers formés par IKAROS ont été comptées dans 100 cellules de chaque condition.

Les lignes horizontales représentent I'intervalle de confiance médian a 95 %. Les données
présentées sont représentatives de 1 expérience.
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Ce profil d’expression est notamment similaire au variant /KZF1 R162Q. Le variant D120V
entrainerait alors une altération de la capacité de IKAROS a se lier aux régions
d'hétérochromatines péricentromériques.

Au vu de ce résultat, nous avons évalué la capacité de liaison a ’ADN de IKAROS avec la
mutation D120V. La liaison de IKAROS WT et D120V a une séquence cible (IK-bs4) a été évaluée
par EMSA en utilisant des extraits protéiques de cellules HEK293T transfectées avec IKZF1 WT,
D120V ou R164Q. De maniére intéressante, la capacité de liaison de IKAROS D120V a la séquence
de IK-bs4 est fortement réduite comparée a la forme WT comme le mutant connu R164Q (Figure
42). Ces résultats indiquent que la mutation D120V induit une diminution de la capacité de liaison
a I’ADN d’IKAROS, ce qui réduirait la fonctionnalité de ce facteur de transcription.

Figure 42 : Capacité de liaison a ’ADN de IKAROS WT et
D120V

L'EMSA a été réalisé avec des extraits nucléaires de cellules
HEK293T transfectées transitoirement avec IKZF1 WT ou IKZF1
D120V. IKZF1 R162Q a été utilisé comme controle positif. La
séquence nucléotidique IK-bs4, connue pour étre une cible
d’IKARQS, a été incubée a des extraits nucléaires contenant les
différentes formes d’IKAROS. Puis les protéines ont été
déposées sur gel d’acrylamide.

L’expression de la protéine a été contrélée par Western-blot
avec un anticorps anti-IKAROS. Un retard de migration est
observé lorsque IKAROS interagit avec la sonde ADN. Les
données présentées sont représentatives de 2 expériences.

2.2.3/ Impact de la mutation sur 'activité transcriptionnelle d’IKAROS

Enfin, nous avons évalué I'activité transcriptionnelle de IKAROS D120V par rapport a la
forme WT. Pour cela, les formes de IKZF1 WT et D120V ont été clonées dans un vecteur sous le
contréle d’'un promoteur inductible a la doxycycline et exprimées chacune dans des cellules
GRANTA. Un séquencage ARN a été réalisé dans les conditions suivantes : sans ou avec
doxycycline et avec le vecteur exprimant IKZF1 WT ou D120V. Le profil transcriptomique obtenu
sans doxycycline est extrémement similaire que ce soit en présence de /IKZF1 WT ou du variant
D120V, ce qui est attendu vu que les protéines ne sont pas exprimées dans ces conditions. On
observe en revanche des différences lors de I'ajout de la doxycycline lorsqu’on exprime IKAROS
WT ou le variant D120V (Figure 43). Le nombre total de génes régulés de maniere positive et
négative a été comptabilisé dans chaque condition. La comparaison des séquencages ARN entre
la condition IKZF1 WT +doxycycline/-doxycycline et IKZF1 D120V +doxycycline/-doxycycline a
permis d’identifier que 397 genes étaient régulés par IKZF1 WT alors que seulement 138 genes
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sont modulés en présence de /KZF1 D120V. Parmi ces 138 génes, 123 sont communs entre IKZF1
WT et D120V. Ce résultat indiqgue que méme si IKAROS D120V continue a réguler I'expression
d’un panel de génes, la mutation D120V conduit a une diminution de I’activité transcriptionnelle
d’IKAROS.
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Figure 43 : Altération de la régulation des génes sous le contréle de IKAROS par le variant
IKZF1 D120V

Heat map montrant I'expression des génes régulés par IKAROS dans les cellules GRANTA sans
ou avec induction par la doxycycline de I'expression des IKZF1 WT ou D120V (a gauche).
Représentation du nombre de genes totaux, augmentés ou diminués, sous le contréle de IKZF1
WT, IKZF1 D120V ou les 2 (a droite).

En résumé, ces données démontrent que la mutation D120V n’altére ni I’expression ni la
capacité de dimérisation de IKAROS ; néanmoins elle induit une réduction de sa faculté de liaison
a I’ADN et de I'activité transcriptionnelle de la protéine. Le variant pourrait causer une altération
profonde du programme transcriptionnel dans diverses cellules. Toutefois, le variant a été
retrouvé a I'état hétérozygote chez les patientes. Des analyses supplémentaires dans des
conditions avec un ratio 50: 50 de /KZF1 WT et D120V refléteraient davantage la situation
retrouvée chez les patientes.
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2.3/ Etude in vitro sur le variant LYN F258S

2.3.1/ Impact de la mutation sur I’expression de la protéine

Concernant I'étude du variant LYN, nous avons également commencé par évaluer
I’expression de la protéine dans les LCL des patients. Nos résultats n’ont pas montré de différence
d’expression entre la patiente et le pere avec la mutation (1.1, 11.2) et les autres membres de la
famille (1.2, 11.4) (Figure 44). Toutefois, comme pour le variant /IKZF1, nous avons transfecté des
cellules HEK293T avec LYN WT et F258S. Nous avons de nouveau observé que I'expression du
variant LYN F258S n’impactait pas I'expression de la protéine qui est similaire a la forme WT
(Figure 45). Ces différentes expériences montrent que la mutation F258S de LYN n’impacte pas
I’expression de la protéine.

LCL 1.1 1.2 1.4 1.2
J— LYN
GAPDH
— Sy w—

Figure 44 : Expression de LYN dans les LCLs de patients
Détection par Western-Blot de LYN et GAPDH a partir de LCL établies chez les membres de cette
famille.
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Figure 45 : Expression de LYN dans les cellules 293T transfectées avec LYN WT ou F258S
Détection par Western-Blot de LYN par une séquence "Flag" et de a-tubuline dans des cellules
293T transfectées un vecteur CMV3 exprimant I’ADNc de LYN WT ou F258S.
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2.3.2/ Impact de la mutation sur I'activité de la protéine

Comme nous l'avons vu dans le chapitre 5.2 de la partie bibliographie, LYN est une
kinase qui est notamment capable de s’autophosphoryler sur certains résidus et d’entrainer son
activation. Nous avons alors cherché a identifier I'influence de la mutation F258S sur les capacités
d’auto-phosphorylation de LYN. Pour cela, les cellules HEK293T ont été transfectées avec des
vecteurs exprimant LYN WT ou F258S qui ont ensuite été immunoprécipités. Nous avons alors
mesuré la phosphorylation des tyrosines de LYN WT ou F258S. Nous n’avons pas observé de
différence du niveau de phosphorylation des résidus tyrosine entre la forme mutée et controle
(Figure 46). Ce résultat suggere alors que l'activité kinase de LYN n'est pas affectée par la

mutation.

s Lyn F2585 Figure 46 : Mesure de
I’autophosphorylation de LYN in

5p » % = w = vitro
3 = E 3 o 5 Détection par Western-Blot de la

phosphorylation des tyrosines
aprés immunoprécipitation de LYN

-70- . WT ou F258S transfectées dans des
- - . . ‘ p-Tyr cellules 293T. Les données
- ‘ présentées sont représentatives de
3 expériences.
Néanmoins, en absence de contréle positif induisant une réduction de 'activité kinase, il
est difficile d’évaluer la vraisemblance de ce résultat. L'ajout de ce contrdle permettrait de
répondre a cette interrogation. De plus, la mesure par Western-Blot de la phosphorylation sur
guelques résidus pourrait ne pas étre assez fine pour révéler une différence. Par conséquent,
nous essayons actuellement d’évaluer I'activité kinase a travers des tests in vitro mesurant la
phosphorylation de peptides cibles de LYN.
En conclusion, le variant F258S de LYN n'altére pas I'expression de la protéine et ne
semble pas modifier I'activité kinase de la protéine. Toutefois, ces résultats sont a confirmer

grace a I'aide de tests ayant une meilleure sensibilité.
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2.4/ Etude in vivo

2.4.1/ Générations des modéles murins

Nous avons vu précédemment que le variant de IKZF1 identifié dans I’équipe causait un
défaut de I'activité transcriptionnelle de IKAROS. Quant a la mutation de LYN, nous n’avons pas
encore déterminé l'impact de la mutation sur la protéine. Nous savons seulement que
I’expression de celle-ci n’est pas altérée par la mutation. Etant donné que la souris est un modeéle
qui a grandement contribué a I'étude des genes IKZF1 et LYN, nous avons décidé d’étudier
I'impact des mutations identifiées chez les patients chez la souris (fond C57BL/6). Cela nous
permettra notamment d’identifier le réle de chaque variant dans le développement de I'auto-
immunité. Nous avons alors généré des souris avec la mutation F258S de Lyn, avec la mutation
D120V de lkzf1 ou porteuses a la fois des mutations de Lyn et Ikzf1 afin de reproduire la situation
génétique des patientes les plus sévéres. Nous avons décidé d’étudier ces différents modéles a
I’état hétérozygote (comme dans la famille) ou a I’état homozygote afin de déterminer si le
phénotype différait chez la souris en fonction du nombre d’alleles mutées. Les différents modéles
générés sont présentés dans la figure 47.

Génération de modeles

-/D120V D120V F258S
. Ikzf1” o Ikzf1 " tyn

D120V/D120V D120Vv/D120V F2585/F258S
. Ikzf1 o Ikgf1 PO 1yn P

Figure 47 : Modeles de souris générées avec les mutations de /kzf1 et Lyn

Nous avons utilisé la technologie CrispR/Cas9 pour obtenir les différents modeéles murins.
Le séquencage par Sanger des animaux montre que les mutations ont été insérées et induisent
les modifications d’acides aminées prédites sans altérer le reste des séquences (Figure 48). Dans
un premier temps, nous avons suivi les premiéres souris générées durant 6 mois (Lyn */F2%5; [yn
F2585/F2585 . |k zf1 */P120V : |kzf] D120V/D120V) an regardant la prise de poids, I'apparition d’AAN et la
signature IFN. Nos résultats n‘ont montré aucune anomalie chez les souris (données non
montrées).
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Figure 48 : Génération des modeles murins par CrispR Cas9 porteurs des mutations de
IKZF1 et LYN identifiées chez les patients

A/ Schéma illustrant la méthode utilisée pour la création des modeéles murins.

B/ Résultat de séquencage des souris transgéniques générées. Les mutations de lkzf1 et Lyn
conduisent respectivement a une substitution d’un acide aspartique (D) en valine (V) et d’'une
phénylalanine (F) en sérine (S).

Nous avons alors décidé d’étudier le phénotype des souris plus dgées. Cette approche est
notamment motivée par le modele WeeB portant une mutation dans Lyn. Pour rappel, ce modeéle
développe un phénotype auto-immun de maniére tardive comparé aux souris Lyn -/- (Barouch-
Bentov et al., 2009). De maniére intéressante, le modéle WeeB est porteur d’'une mutation
induisant un changement d’un acide aminé extrémement proche de la mutation F258S de Lyn
gue nous avons identifiée. Par conséquent, nous nous attendons a observer également le
développement d’un phénotype tardivement notamment dans le modéle avec la mutation de
Lyn. Nous avons étudié le phénotype des différents modéles lorsque les souris avaient entre 7-
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10 mois et entre 14 et 18 mois. Cependant, au vu du développement de signes auto-immuns dans
les souris contrdles dans le groupe le plus agé et I'absence de résultats probants dans nos
modeles, seuls les résultats concernant le groupe de souris 4gé de 7 a 10 mois seront présentés
dans ce manuscrit.

2.4.2/ Caractérisation de I'auto-immunité dans les différents modeles

Dans le but de détecter les symptdmes auto-immuns, nous avons réalisé un examen
clinique, biologique et histologique des différents modeles comparés a des souris controles du
méme age. Les dosages par ELISA sur le sérum des souris n’ont pas révélé la présence d’un taux
élevé d’anticorps anti-ADNdb de type 1gG ou IgM chez les souris lkzf1 */P120Vet |kzf1 D120v/D120v,
tandis que les souris Lyn F258%/F2585 présentent une augmentation des IgM anti-ADNdb (Figure
49.A). On retrouve également une hausse du facteur rhumatoide dans les modeéles Lyn F2585/F2585
et Ikzf1 */P120V [ yn F2585/* En outre, les concentrations totales d’IgG et d’IgM sont similaires aux
contréles, excepté chez les souris Lyn F285/F2585 (Figure 49.B). De maniére surprenante, les
différences observées notamment dans le modeéle Lyn F2585/F2585 ne sont pas retrouvées dans les
animaux double homozygotes pour Lyn et lkzf1. Méme si on observe une tendance a la hausse
des taux d’auto-anticorps, du facteur rhumatoide et des immunoglobines dans les modeles lkzf1
#/D120V |/ F2585/+ ot |kzf] D120V/D120V | yp F2585/F2585 j|s semblent exister une grande variété chez ces
animaux au vu de I'importance des écarts-types.

Nous avons également mesuré I'expression des ISG dans les cellules sanguines, puisque
la production d’IFN-I est souvent élevée chez les patients atteints de LES. Nous avons calculé un
score IFN, en suivant une méthode précédemment utilisée chez 'Homme. Nous n’avons pas
observé de différence entre les controles et les différents groupes excepté chez les souris /kzf1
D120v/D120V = |y F2585/F2585 (Figyre 49.C). Néanmoins, on retrouve également une variabilité
importante chez ces animaux. Les animaux ont été mis a mort et nous n’avons pas observé
d’hépato-splénomégalie et ni d’adénopathie. Les structures rénales ont été observées apres
coloration par hématoxyline/éosine des coupes de reins et nous n’avons pas observé de signes
relatifs a une glomérulonéphrite (Figure 49.D).

En résumé, nous avons observé la présence d’auto-anticorps dans certains modeles
notamment ceux avec la mutation de Lyn. Toutefois, nous n’avons pas observé d’autres signes
d’auto-immunité. La présence des deux mutations, Lyn et lkzf1, ne semblent pas créer un effet
synergique favorisant le développement d’un phénotype auto-immun. [l semble avoir une grande
hétérogénéité dans les différents groupes ce qui suggere une pénétrance incompléte des variants
chez la souris.
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Figure 49 : Caractérisation du phénotype dans les différents modeles

A-B/ Quantification des anticorps IgG et IgM anti-ADNdb et du facteur rhumatoide (FR) (A) et
dosage des immunoglobulines (B) mesurée par ELISA dans le sérum des souris. n=5-15; test
statistique= Comparaison multiples avec correction de Dunn.

C/ Mesure du score IFN des cellules sanguines des souris des différents groupes. n=5-12 ; test
statistique= Comparaison multiples avec correction de Dunn.

D/Photographies de coupes de rein colorées par hématoxyline/éosine représentatives de
I’observation réalisée dans chaque groupe. Objectif=x40.
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2.4.3/ Etude des défauts des lymphocytes B

Les défauts dans les protéines codant pour Ikaros et Lyn sont principalement associés a
une perturbation du développement des populations lymphocytaires : lkaros est impliqué dans
la différenciation des CLP, des LB et des NK tandis que Lyn est nécessaire a la maturation des LB
dans la rate. Pour commencer, nous avons alors étudié la répartition des différentes populations
lymphocytaires dans la rate : les LB, les LTCD4+, les LT CD8+ et les NK. Nous n’avons pas observé
d’anomalies majeures dans les différents modeles malgré le fait que quelques souris présentent
une réduction important du nombre de LB, principalement chez les souris lkzf1 */P120V [ yn F2585/+
(Figure 50).
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Figure 50 : Répartitions des populations lymphocytaires dans les différents modeéles

Les pourcentages de LB (CD19+, B220+,CD3-), LTCD4+ (CD19-, B220-,CD3+, CD4+), LTCD8+
(CD19-, B220-,CD3+, CD8+),NK (CD19-, B220-,CD3-, NK1.1+) de la rate des souris ont été évalués
dans les différents groupes. Les résultats ont été présentés en pourcentage au vu de la
similitude du nombre observé de cellules dans la rate dans les différents groupes. n=4-6 ; test
statistique= Comparaison multiples avec correction de Dunn.

Etant donné le r6le majeur de lkzf1 et Lyn dans le développement des LB, nous avons
réalisé un phénotypage approfondi permettant d’évaluer le pourcentage de LB aux principaux
stades de leur développement de la MO a la rate.

180



% parmis les cellules vivantes

% parmis les cellules CD19+ B220+

LB Precurseurs Immature Bl WT
B 80+ 20
80 * + [ ikzf1Prov:
§ § - Ik zf 10 170v0120¢
60 ’33 60 2 [ LynFeosse
% é -Lynf‘?MS/I'?SBS
o [7]
404 3 404 § W [kzf1o120v | ypressse
[} Q
E Q - szffﬂ!IGWDIMV'LynF?EBS'FEEES
20 E 20 E
3 3
® =
0- 0-
20 Transitionnel Mature
] 80+
15 1 o

% parmis les cellules B220+

% parmis les cellules B220+

T

% parmis les cellules CD19+ B220+
% parmis les cellules CD19+ B220+

MZ FO

20 100

154

% parmis les cellules CD19+ B220+
% parmis les cellules CD19+ B220+

Figure 51 : Répartitions des sous-populations de LB dans les différents modéles

Les pourcentages de LB de la MO (A) et les sous-populations de LB de la MO (B) et de la rate
ont été évalués dans les différents groupes. Les résultats sont présentés en pourcentage au vu
de la similitude du nombre observé de cellules dans la rate dans les différents groupes. n=4-6
; test statistique= Comparaison multiples avec correction de Dunn.
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Tout d’abord, nous n’avons pas observé de réduction du nombre de LB MO dans les différents
modeles murins (Figure 51.A). Les pourcentages des différentes sous-populations de LB sont
similaires entre les différents groupes et les contréles (Figure 51.B). Nos résultats n’indiquent pas
de défauts des LB dans la MO dans les différents modéles. Nous avons continué notre analyse
dans la rate. De nouveau, aucune différence majeure n’a été observée dans les différentes sous-
populations allant des stades transitionnels aux cellules B de la zone marginale et folliculaires
(Figure 51.C).

Les données de la littérature indiquent que les LB avec un défaut d’lkaros ou Lyn
pourraient étre activés a partir d’un seuil d’activation plus faible que les cellules contréles. Nous
avons alors comparé 'expression de différents marqueurs d’activations des LB : CD69, CD86 et
le CMHII. Ces protéines sont davantage exprimées lors de I'activation de la cellule. Nos résultats
n’ont pas montré de différence concernant I’expression de CD69 entre les différents groupes et
les contréles (Figure 52). Néanmoins, nous avons observé une augmentation significative de
I’expression de CD86 et du CMHII respectivement chez les souris Lyn F2585/* et [kzf1 P120V/P120V | yn
F2585/F2585  \Mé&me si les autres groupes ne montrent pas de différences significatives, nous
observons une tendance a la hausse de I'expression des marqueurs CD86 et CMHII dans les
groupes Lyn F2585/+: [yn F2585/F2585 . [kzf] +/D120V |y +/F2585 ot [kzf] DI20V/DI20V |y F2585/F2585 En
conséquence, seuls les modeéles exprimant uniqguement le variant de /kzf1 a I’état hétérozygote
ou homozygote ne montrent pas de différence.
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Figure 52 : Expression de marqueurs d’activations dans les LB dans les différents modéles
Mesure par cytométrie de la MFI de I'expression des marqueurs CD69, CD86 et CMHII
normalisés sur la MFI mesurée chez les WT pour chaque expérience dans les LB de la rate.
n=4-6 ; test statistique= Comparaison multiples avec correction de Dunn.

Pour conclure, les modéles murins que nous avons générés ne développent de phénotype
auto-immun évident. Nous avons uniquement constaté une augmentation du taux d’auto-
anticorps dans les souris Lyn F2585/+; [yn F2585/F2585, |y F2585/+ [k zf1 D120V/* et |yn F2585/F2585  |kzf1

D120v/D120V ‘Nous n’avons également pas observé d’anomalies dans la répartition des populations
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lymphocytaires et les sous-populations des LB. Cependant, nous avons identifié une hausse de
I’expression des marqueurs d’activations CD86 et CMHII dans les modéles avec la mutation de
Lyn a I'état hétérozygote ou homozygote. Nous n’avons toutefois pas constaté de différence
entre les controles et les modéles ayant seulement la mutation hétérozygote ou homozygote de
lkzf1 D120V.

En résumé, les données générées in vitro nous ont permis de déterminer que le variant
IKZF1 D120V conduisait a une diminution de I'activité de ce facteur de transcription alors que les
données in vivo n’ont pas montré de phénotype particulier des souris porteuses de la mutation.
Ces résultats nous permettent de formuler différentes hypothéses. Premiérement, les
expériences in vitro ont étudié I'effet de la mutation /KZF1 D120V en condition de surexpression
et non en présence de IKZF1 WT ; ce qui refléterait davantage la distribution hétérozygote de la
mutation des patientes. Cependant, la mutation [KZF1 D120V pourrait causer une
haploinsuffisance. Des expériences avec IKZF1 WT permettrait de conforter cette hypothese. De
plus, des mutations de IKZF1 menant a une haploinsuffisance retrouvée a I'état hétérozygote ont
déja été décrites chez des patients présentant des symptomes auto-immuns (Kuehn et al., 2021).
Deuxiemement, étant donné le phénotype sévére observé dans les autres modeles murins causé
par une perte ou baisse de fonction de lkaros chez la souris lors de la délétion des doigts de zinc
(ZF3-4, ZF6-7), la fonction du doigt de zinc 1 (ou est localisée la mutation D120V) pourrait étre
différente entre I’'Homme et la souris (Georgopoulas et al., 1994 ; Wang et al., 1996). Enfin, méme
si nous n’avons pas identifié de défaut de I'activité de LYN avec la mutation F258S pour l'instant ;
certaines souris ont présenté des signes d’auto-immunité (auto-anticorps, baisse des LB,
hyperactivation des LB). Ce résultat suggere que la mutation de LYN pourrait induire une
prédisposition a I'auto-immunité et pourrait avoir un effet synergique avec le variant IKZF1
D120V. Toutefois, des expériences complémentaires sont nécessaires afin de comprendre plus
précisément le role de chaque variant dans le développement du LES.
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2.5/ Matériel et méthodes complémentaires

Plasmides

Les ADNc humains de IKZF1 WT (IKZF1 ; NM_006060) et du variant D120V ont été clonés
dans les vecteurs p3X-FLAG et pcDNA3-HA pour ajout respectif d’un Tag 3xFlag ou HA en N-
terminal de la protéine. Les ADNc humains de LYN WT (Lyn ; NM_002350) et du variant F258S
ont été clonés dans le vecteur p3X-FLAG pour ajout d’'un Tag 3xFlag en N-terminal de la protéine.

Co-Immunoprécipitation

Les cellules 293T ont été co-transfectées de fagon transitoire avec les constructions p3X-
FLAG-IKAROS (WT ou D120V) et pcDNA3-HA (WT ou D120V) en utilisant le réactif JetPEI (Polyplus
Transfection) et selon les instructions du fournisseur. 48h apres transfection, les cellules sont
récoltées et lysées avec du tampon NP40 a 0.5% (150mM NaCl ; 500mM Tris, HCl pH8 ; 5mM
EDTA ; 0.5% NP40) avec inhibiteurs de protéases (Sigma Aldrich). Aprés 30 minutes d’incubation
et 10 minutes de centrifugation a 10 000g a 4°C, les protéines contenues dans le surnageant ont
été dosées avec le kit micro-BCA (Pierce). 500ug de lysat protéique ont été incubés sur la nuit
avec 30ul de billes d’agarose anti-Flag (Sigma) ou anti-HA (Thermofisher scientific). Les billes ont
ensuite été lavées 4x avec 500ul de tampon de lyse sans inhibiteur. Les billes ont resuspendues
dans 30ul de tampon de lyse avec 10ul de tampon de charge avec SDS et 2ul d’agent dénaturant
(Thermofisher scientific). Les billes sont mises a 96°C pendant 10min pour éluer les protéines puis
centrifugées 5min a 10 000rpm ; Le surnageant contenant I'éluat est mis dans un nouvel
eppendorf et déposé sur gel d’acrylamide pour réaliser une analyse par western blot et détecter
la présence des protéines taggées HA ou Flag. En contrble de transfection, 50ug de lysat total
sont déposés sur gel.

Etude transcriptomique

Les cellules GRANTA stablement transduites avec les constructions IKZF1 WT ou IKZF1
D120V ont été traitées 6h avec de la doxycyline (Sigma Aldrich) afin d’induire I'expression du
facteur de transcription, ou laissées 6h sans traitement a la doxycycline. Aprés 6h, ’ARN des
cellules a été purifié en utilisant le kit Direct-Zol (Ozyme) et selon les instructions du fournisseur.
Des banques d’ARN messagers de ces échantillons ont été construites en utilisant le kit mRNA-
Seq Library Prep kit V2 (Lexogen) a partir de 1ug d’ARN total et selon les instructions du
fournisseur. L'expérience a été réalisée en triplicat. Chaque échantillon a été tagmenté avec un
primer index. Les 12 échantillons (4 échantillons en triplicats :WT non induit, WT induit, D120V
non induit, D120V induit) ont été multiplexés a une concentration de 0.63nM chacun et envoyé
pour séquencage a la plateforme GENOMEAST a Starsbourg.
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Phosphorylation de Lyn

Les cellules 293T ont été co-transfectées de fagon transitoire avec les constructions p3X-
FLAG-Lyn (WT ou F258S) en utilisant le réactif JetPEl (Polyplus Transfection) et selon les
instructions du fournisseur. 48h aprés transfection, les cellules sont récoltées et lysées avec du
tampon NP40 a 1% (150mM NaCl ; 50mM Tris, HCI pH8 ; 20mM EDTA ; 1mM NasVOa ; 1ImM NaF
1% NP40) avec inhibiteurs de protéases (Sigma Aldrich). Aprés 30 minutes d’incubation et 10
minutes de centrifugation a 10 000g a 4°C, les protéines contenues dans le surnageant ont été
dosées avec le kit micro-BCA (Pierce). 250, 125 ou 62.5ug de lysat protéique ont été incubés 1h30
avec 30ul de billes d’agarose anti-Flag (Sigma). Les billes ont ensuite été lavées 3x avec 500yl de
tampon de lyse sans inhibiteur puis deux fois en tampon kinase (10mM MgCl, ; 20mM MnCl; ;
20mM Tris, HCIl pH7.5 ; 100uM ATP) et resuspendues dans 35ul de tampon kinase. Les billes ont
été incubées a température ambiante pendant 15min avec agitation. La réaction est stoppée par
ajout de 10ul de tampon de charge avec SDS et 2ul d’agent dénaturant (Thermofisher scientific).
Les billes sont mises a 96°C pendant 10min pour éluer les protéines puis centrifugées 5min a 10
000rpm ; Le surnageant contenant I’éluat est mis dans un nouvel eppendorf et déposé sur gel
d’acrylamide pour réaliser une analyse par western blot et détecter la présence de Lyn
phosphorylée avec un anticorps anti phospho Lyn Tyrosine 507 (Cell Signaling Technology).

Western Blot

Les cellules ont été récupérées et lysées avec du NP40 a 1% d’un inhibiteur de protéases
(Sigma Aldrich). Apres 30 minutes d’incubation et 10 minutes de centrifugation a 10 000g a 4°C,
les protéines contenues dans le surnageant ont été dosées avec le kit micro-BCA (Pierce). 50 ug
de protéines ont été mélangées a du tampon de charge 4X (Bleu Nupage (Thermo Fischer
Scientific)) et a un agent réducteur TCEP 20x (Perbio). Les échantillons ont été chauffés 5 min a
95°C, déposés sur gels NuPage (4-12% acrylamide) précoulés (Thermo Fischer Scientific) et la
migration a été faite en tampon MES (Thermo Fischer Scientific) a 150 Volt puis transférés sur les
membranes BioRad avec I'appareil de transfert Biorad Thermo Fischer Scientific pendant 10
minutes a 1,3 A. Les membranes ont été saturées 30 minutes dans du lait a 5% mélangé a du
tampon TBS-Tween 0.5 %, incubées avec un anticorps IKAROS, LYN, FLAG, GAPDH et a-tubuline
(Cell Signaling Technologies) puis avec un anticorps secondaire (Jackson Immunoresearch). Les
membranes ont été marquées avec de I'ECL (Amersham) et révélées avec I'lmagequant Las4000
(GE Healthcare).

Mesure de la capacité de liaison a ’ADN par microscopie confocale

Les cellules NIH3T3 ont été transfectées avec un plasmide exprimant IKZF1 WT et D120V
a I'aide de Lipofectamine 3000 (Invitrogen) conformément aux instructions du fabricant. Les
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cellules ont été fixées avec 4 % de paraformaldéhyde et perméabilisées et placées dans un
solution de blocage (PBS + 2 % BSA + 10 % SVF + 0,1 % triton X-100). Les cellules ont été marquées
avec un anticorps anti-IKZF1 (Cell signaling technologies) et du DAPI (Invitrogen). Les images ont
été recueillies sur un microscope LSM 510 Meta confocal (Ziess) avec un objectif d'immersion
60X.

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Les cellules HEK293T ont été transfectées avec un plasmide exprimant IKZF1 WT, D120V
ou R164Q avec le kit Transfection Geneluice (Novagen) et mises en culture pendant 24 heures.
Les extraits nucléaires ont été récupérés et 'EMSA a été réalisée comme décrit Van Nieuwenhove
et al. (2019).

Génération des souris

Les souris avec les mutations lkzf1 D120V et Lyn F258S ont été générées en utilisant la
technologie CrispR/Cas9. L'ARNg et le ssODN ont été concus a 'aide des logiciels CRISPOR (Tefor)
et Mainworkbench (Qiagen), ont été synthétisés par Eurogentec et fournis au Plateau de Biologie
Expérimentale de la Souris (PBES) (Lyon) qui a réalisé I"électroporation du mélange avec la
protéine recombinante Cas9 (PNA Bio) dans des cellules embryonnaires de souris C57BL/6. Les
cellules mutantes embryonnaires ont été injectées dans des blastocystes de C57BL/6 puis
inséminées dans des souris méres porteuses. Les descendants obtenus ont été croisés sur trois
générations au moins avec des souris C57BL/6 afin de sélectionner la mutation au fur des
croisements. Cette étude a été réalisée conformément aux recommandations francgaises du
Guide d’évaluation éthique des expériences sur animaux de laboratoire et des lignes directrices
européennes 86/609/CEE. Le comité local de bioéthique CECCAPP a approuvé toutes les études
expérimentales.

Histologie rénale

Les reins ont été fixés dans de la formaline a 10 %, imprégnés dans la paraffine, coupés a
5 um et colorées avec de ’lhématoxyline et de I'éosine (H&E) (Sigma). Les coupes colorées par
Hématoxyline/Eosine ont été observées a I’Axioimager (Zeiss). Les images obtenues ont été
analysées sur Imagel (NIH).

ELISA
Les concentrations sériques d’IgG et IgM murins ont été mesurées selon la procédure
suivante. Brievement, des plaques 96 puits (ThermoFisher) ont été incubées avec un anticorps
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anti-IgM ou IgG de souris pendant 1 heure a 37°C. Les IgG et IgM totaux ont été détectées avec
un anticorps anti-souris y ou p conjugué a la horseradish peroxidase (HRP) (Jackson
ImmunoResearch). La détection d’autoanticorps et de FR ont été mesurées selon la procédure
suivante. Brievement, des plaques 96 puits (ThermoFisher) ont été incubées avec de I’ADN purifié
provenant de thymus de veau (Sigma—Aldrich) pendant 1 heure a 37°C. Ensuite, ’ADNsb a été
digéré avec de la nucléase S1 (Promega) pendant 1 heure a 37°C. Pour la détection du FR, des
plagues 96 puits (ThermoFisher) ont été incubées avec des IgG purifiées (Jackson
Immunoresearch,) pendant 1 heure a 37°C. Les échantillons de sérum ont été incubés a plusieurs
dilutions pendant la nuit a température ambiante. Les plaques ont ensuite été incubées avec un
anticorps anti-souris y ou W conjugué a la horseradish peroxidase (HRP) (Jackson
ImmunoResearch).La réaction a été arrétée avec I'ajout de solution de H2SO4 aprés 20 minutes
a RT et I'absorbance a été mesurée a 490 nm.

Score IFN

L’ARN a été extrait du sang total avec Direct-zol RNA MicroPrep (Ozyme) et ’ADNc a été
généré a I'aide du kit high-capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems). La PCR a été réalisée
avec le kit FastStart Universal SYBR Green Master (Roche) sur le StepOne plus (Applied
Biosystems). Les amorces ont été concues a I'aide du logiciel Roche. Les amorces suivantes ont
été utilisées pour la PCR quantitative : MM-ISG15-F AAGCCCAGAAGCAGACTC; MM-ISG15-R
CACGGACACCAGGAAATCGT; MM-IFIT1-F AAGGCACTGAACAACAAGACG; MM-IFIT1-R
TGACTGCTTATGAAACTGTAGGAAA; MM-RSAD2-FGTGGACGAAGACATGAATGAAC; MM-RSAD2-R
CTCAATTAGGCACAGGTGGAA; MM-GAPDH-F GCATGGCCTTCCGTGTTC; MM-GAPDH-R
TGTCATCATACTTGGCAGGTTTCT. L'expression des ISG a été normalisée au niveau de la GAPDH,
et le score IFN a été calculé comme la médiane des 3 ISG normalisés.

Cytométrie en flux

Les cellules extraites de la rate ou de la MO ont été marquées avec différents cocktails
d’anticorps. Les anticorps monoclonaux suivant provenant de BD Biosciences, Biolegend,
eBioscience ont été utilisés : anti-CD19 (6D5), anti-B220 (RA3-6B2), anti-CD3 (145-2C11, 500A2),
anti-CD8a (53-6.7), anti-CD4 (GK1.5), anti-NK1.1 (PK136), anti-CD11c (N418), anti-lgM (R6-60.2),
anti-IgD (11-26c.2a), anti-CD21 (7E9), anti-CD23 (B3B4), anti-CD24 (M1/69), anti-CD69 (H1.2F3),
anti-CD86 (GL1) et un anti-CMHII (M5/114.15.2). Les échantillons ont ensuite été analysés sur le
cytomeétre Fortessa 5L (BD Bioscience) et analysés sur FlowJo (Treestar).
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3 — DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Au cours de ces travaux de thése, nous nous sommes intéressés a trois mutations
identifiées dans des formes familiales de LES. Chacune est notamment connue pour coder des
protéines ayant un role essentiel dans ’lhoméostasie des LB : 1) PKC-6 qui est impliqué dans la
régulation de I'apoptose et de la prolifération via notamment son action dans la signalisation
sous-jacente au BCR; 2) LYN qui est important dans le développement et I'activation a travers
son role d’activateur et d’inhibiteur dans la signalisation des LB et 3) IKAROS qui est un facteur
de transcription impliqué a la fois dans le développement et la régulation du seuil d’activation
des LB. Les mutations induisant un défaut de tolérance des LB ont été identifiées depuis plusieurs
années maintenant. Toutefois, alors que les dérégulations causées par les mutations conduisant
aux interferonopathies et a un exces d’autoantigénes sont de mieux en mieux comprises, les
mécanismes précis a I’origine des défauts de tolérance B restent encore méconnus et nécessitent
d’étre explorés davantage. Ceci est d( en particulier au fait que dans les formes monogéniques
de lupus, les formes liées a 'immunité adaptative sont plus rares comparées a celles associées a
I'immunité innée (Belot et al., 2020).

Les mécanismes impliqués dans la mise en place de la tolérance B sont multiples. De plus,
ils ne s’excluent pas mutuellement et peuvent fonctionner a des degrés et a des moments
variables rendant leur étude complexe. C’'est pourquoi la recherche sur les LES monogéniques
permet de décrypter ces différents mécanismes en identifiant des mutations causant une
altération d’un élément clé. Cependant, la réalisation de ce type d’étude est confrontée a de
nombreuses difficultés. Il y a un véritable essor concernant la recherche sur la génétique du LES,
mais les connaissances actuelles restent incomplétes. En effet, les formes de LES monogéniques
sont extrémement rares rendant l'accés aux échantillons difficiles. De plus, les patients sont
généralement sous traitement, complexifiant ainsi I'analyse des échantillons. De ce fait, les
travaux sur les modeles animaux ont grandement contribué a I’étude des LES monogéniques.

3.1/ Forces et faiblesses de notre étude : utilisation des modeéles murins pour

étudier le LES

3.1.1/ La souris : un modele expérimental de choix...

Les modeles murins représentent des outils inestimables pour mieux comprendre la
pathogénese du LES. Tout d’abord, de nombreuses techniques ont été développées ces dernieres
années afin de générer rapidement des souris transgéniques comme nous |’avons fait lors de ces
travaux de thése. Les animaux générés par la technologie CrispR/Cas9 permettent d’avoir des
modeles avec la méme mutation que celle retrouvée chez les patients ; ce qui reflete davantage
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la pathologie humaine contrairement aux souris KO ou les modifications génétiques peuvent
altérer I'expression de génes adjacents ou des séquences non-codantes essentielles. Nous avons
notamment pu générer les souris Prkcd ©5105/65105 o) |'on retrouve une expression réduite de la
protéine PKC-6 comme chez les patients. Nous avons également obtenu les différents modéles
murins avec les mutations de Lyn et lkzf1 a I’état simple ou double hétérozygote et homozygote
dans le but d’étudier I'influence de chaque variant et leurs effets combinés. Deuxiemement, la
souris est un modele de choix dans le LES du fait de la similitude des symptoémes lupiques
retrouvés chez 'Homme et la souris comme observé dans le projet concernant la mutation Prkcd
G510S/G510S. On retrouve un grand nombre d’auto-anticorps contre les complexes nucléaires,
une atteinte rénale séveére se traduisant par une glomérulonéphrite avec un dép6t de complexes
immuns aussi bien chez ’'Homme que chez la souris. De maniére intéressante, alors que la
splénomégalie est un symptoéme peu fréquent dans le LES (environ 13% des patients), elle est
présente chez la majorité des patients avec un défaut de PKC-6 comme dans le modéle murin
Prkcd ©5105/65105 que nous avons développé (Tableau 5) (Oubelkacem et al., 2015). La similitude
des symptdmes entre les patients et le modéle murin Prkcd 510565105 syggére que le mécanisme
sous-jacent a leur développement est similaire entre les deux espeéces et fait de la souris un
excellent modéle pour étudier 'impact de la mutation homozygote G510S de PRKCD. Au-dela de
I’étude spécifique de I'effet des défauts de PKC-3, la souris Prkcd ©5105/65105 pourrait représenter
un tres bon modele pour I'étude des LES causés par une dérégulation des LB. Actuellement, les
modeles murins principalement utilisés dans I'étude du lupus sont les modéles induits
notamment par l'injection de pristane qui mene a une hyperproduction d’IFN-I, et les modéles
spontanés comme les NZB/W F1, NZM, BXSB/Yaa et les MRL/lpr (Li et al., 2020). Alors que la
majorité de ces modeles est associée a des formes liées a une anomalie de I'immunité innée, le
modele MRL/Ipr reflete davantage les LES associés a des atteintes de I'immunité adaptative. En
effet, les souris MRL/Ipr présentent un défaut de FAS, comme dans les SLAI (Cohen et al., 1991).
Alors que ce modeéle fait partie de ceux les plus utilisés dans les modeéles pré-cliniques, il ne refléte
pas réellement la symptomatologie retrouvée chez les patients soit principalement une
cytopénie auto-immune et une lymphoprolifération (Andrews et al., 1978 ; Consonni et al.,
2022). Par conséquent, le modeéle MRL/Ipr pourrait ne pas étre le plus adapté pour I'étude des
LES causés par un défaut B a I'inverse des souris avec un défaut de PKC-9.

3.1.2/ ... avec ses limites : vers une approche globale

Malgré leur utilité, I'utilisation de la souris dans I'étude du LES présente des limites. Bien
gue semblable, les systemes immunitaires humain et murin présentent des différences et laissent
supposer que certains éléments présents chez I'un ne soient pas transposables a I'autre. Cette
divergence s’est notamment illustrée lors de I'étude des mutations IKZF1 D120V et LYN F258S.
Alors que les expérimentations in vitro ont démontré une haploinsuffisance d’IKAROS causée par
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le variant IKZF1 D120V, nous n'avons pas observé de phénotype particulier chez les souris
hétérozygotes ou homozygotes. Ce résultat nous pousse a réfléchir a propos des potentielles
différences entre I’'Homme et la souris, notamment a propos de la fonctionnalité des doigts de
zinc de IKAROS chez chacune des espéces. En effet, IKAROS agit par différents modes d’actions
notamment a travers ses différentes isoformes. Or, il a été montré de nombreuses différences
entre celles-ci chez les deux espéces (Li et al., 2011 ; Mitchell et al., 2017). Concernant la
fonctionnalité des doigts de zinc chez la souris, il a été démontré que les doigts de zinc 2 et 3 sont
suffisants pour permettre la fixation de la protéine a I’ADN de maniére stable et efficace tandis
gue les doigts de zinc 1 et 4 régulent la liaison a des sites spécifiques (Schjerven et al., 2013).
Toutefois, alors qu’une réduction des LB chez les souris Ikzf1 *F/AF1 met en avant I'importance du
doigt de zinc 1 dans le développement des LB chez la souris, nous n’avons pas observé de
phénotype similaire dans le modéle lkzf1 P120V/P120V | e modéle murin Ikzf1 1132P/1132P qyec une
mutation ponctuelle dans le doigt de zinc 1 développe un phénotype similaire aux souris lkzf1
AFL/AFL avec une réduction du nombre de LB. Néanmoins, aucun symptédme relatif a I'auto-
immunité n’a été reporté dans ces modeles (Boast et al., 2021). D’aprés ces données de la
littérature, le doigt de zinc 1 joue un réle dans ’lhoméostasie des LB chez la souris ; toutefois, la
mutation D120V n’induit pas de phénotype particulier ce qui n’exclut pas un impact chez
I'Homme. Comment alors expliquer I'absence de phénotype chez la souris alors que le variant
D120V entraine un défaut de IKAROS in vitro et que le doigt de zinc 1 apparait bel et bien
important chez la souris d’apres la littérature ?

1/ Nous devons avant tout valider la diminution de I'activité de IKAROS D120V en répétant
les expérimentations clés qui n’ont été réalisées qu’une seule fois pour certaines.

2/ Etant donné que la mutation est présente a I'état hétérozygote chez les patientes, les
expériences in vitro dans des conditions avec un ratio 50 : 50 de IKZF1 WT et D120V refléteraient
davantage la situation retrouvée chez les patientes. Néanmoins, cela n’explique pas I'absence de
phénotype observé dans le modéle murin lkzf1 P120V/P120V,

3/ Nous pourrions évaluer les capacités transcriptionnelles du variant /kzf1 D120V chez la
souris dans le but de déterminer si le variant induit le méme défaut chez la souris que chez
'Homme. Méme si la mutation touche un acide aminé conservé entre I’'Homme et la souris, cela
ne signifie pas qu’il a la méme importance chez les 2 espéces.

4/ A I'heure actuelle, les modeles murins sont dans un environnement stérile peu
immunogeéne. Afin de conclure sur la vraisemblance de l'utilisation de la souris pour étudier la
mutation D120V d’lkzf1, nous pourrions créer un environnement favorisant la rupture de
tolérance. Plusieurs méthodes existent pour cela comme l'injection de pristane, de corps
apoptotiques syngéniques ou de ligand de TLR7 (Satoh et al., 1994 ; Mevorach et al., 1998 ;
Yokogawa et al., 2014). Nous pourrions alors comparer les symptomes entre les modeles de LES
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induits porteurs ou non du variant /kzf1 D120V et déterminer l'influence du variant sur le
développement du phénotype.

Ces expériences permettraient de conclure sur l'effet réel de la mutation sur la
fonctionnalité de la protéine et sur la vraisemblance de I'utilisation du modeéle murin pour cette
mutation.

Concernant le variant F258S de LYN, nous n’avons pas pu déterminer pour I'instant I’effet
de cette mutation sur la fonctionnalité de LYN. Nous avons uniquement déterminé in vitro que la
mutation n’altérait pas I'expression de la protéine et ces capacités d’autophosphorylation.
Toutefois, des expériences complémentaires permettant de déterminer de maniére plus fiable
I'activité kinase de la protéine sont en cours. L’étude des modeles murins avec la mutation de
Lyn ont montré la présence d’autoanticorps et une augmentation de I'expression de marqueurs
d’activations des LB. Néanmoins, le phénotype est beaucoup plus léger que celui observé chez la
souris WeeB (Barouch-Bentov et al., 2009). Dans ce modele, une splénomégalie et une
glomérulonéphrite sont détectables chez les souris agées. La mutation des souris WeeB est une
substitution en position 260 ; soit a deux acides aminés de la mutation F258S (Figure 53). Les
acides aminées impliqués dans notre modele murin avec la mutation Lyn F258S et WeeB sont
localisés dans un motif consensus extrémement conservé a travers la famille des Src: [K/R]-
4LGxGOXF[G/A][E/D]+4V. L'acide aminé en position 260 joue un rdle clé puisqu’il participe a la
formation d’un point salin impliqué dans la stabilisation d’une structure riche en glycine appelée
boucle G de la protéine qui permet la liaison a un ATP. La phénylalanine en position 258 pourrait
jouer un réle dans la stabilisation de cette structure. La mesure de I'activité kinase du variant
F258S permettra de déterminer I'importance de cette acide aminée dans la structure de la
protéine. Méme si les résultats in vitro et in vivo obtenus a I’heure actuelle ne nous permettent
pas de conclure définitivement sur I’effet du variant de LYN F258S, des analyses complémentaires
suggérent tout de méme un effet de la mutation F258S. Des analyses par cytométrie de masse
(CyTOF pour Cytometry by Time of Flight) ont été réalisées sur les PBMC de la famille et ont
révélées une profonde altération de la répartition des LB chez les patientes et leur mére, qui ont
été diagnostiquées pour un LES, et de maniére surprenante également chez le pére (Figure 54).
Pour rappel, celui-ci ne présente pas de symptémes particuliers et est porteur de la mutation LYN
F258S. Par conséquent, la mutation LYN F258S pourrait causer une altération du répertoire B. En
outre, les patientes ont développé un LES durant I’adolescence. Or, on connait le réle catalyseur
des hormones féminines dans le LES (Costenbader et al., 2007). Cela suggere alors que le variant
LYN F258S serait un facteur de prédisposition ou aggravant du lupus.
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Figure 53 : Localisation de la mutation dans le modéle WeeB

Schéma de la protéine Lyn et localisation de la mutation dans le modele WeeB induisant une
substitution d’un acide glutamique (E) en glycine (G) en bleu. La mutation que nous avons
identifié induit une substitution de la phénylalanine (F) encadrée en rouge. (Adapté de
Barouch-Bentov et al., 2009)

Contrdle Pere (1.1) Mere (1.2) Patiente (11.2)

Figure 54 : Analyse du compartiment B des patients

Analyse tSNE (t-distributed stochastic neighbor embedding) sur les LB d’un individu sain et des
membres de la famille avec les mutations d’/IKZF1 et LYN permettant de représenter les
données de Cytof de maniere a rassembler les populations similaires en cluster.

Méme si pour l'instant, nous n’avons pas pu conclure sur le rdéle précis des mutations
IKZF1 D120V et LYN F258S, une approche globale mettant en relation les informations cliniques,
les expérimentations in vitro et in vivo pourrait nous permettre de conclure sur I'impact des
variants et leurs réles dans la pathogénése du LES. Plus généralement, 'utilisation d’une stratégie
avec une vision d’ensemble allant du patient jusqu’a la recherche d’une explication moléculaire
et biologique permettrait de comprendre les roles des nouveaux variants identifiés dans le LES
qui sont de plus en plus nombreux grace aux avancées technologiques de génétique.
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3.2/ Préciser le role de PKC-0 dans les lymphocytes B

Les connaissances sur la signalisation des LB se sont considérablement étendues ces
derniéres années. Alors que la signalisation du BCR apparaissait comme prépondérante, il est
apparu au fur et a mesure qu’elle était en réalité interconnectée avec une multitude d’autres
voies allant des corécepteurs activateurs et inhibiteurs proches du BCR aux voies de signalisations
des TLRs, des cytokines, etc. La signalisation des LB apparait alors comme un réseau complexe ou
plusieurs acteurs rentrent en jeu a des degrés et a des moments variables. PKC-d semble étre un
de ces acteurs. Les données de la littérature et nos résultats montrent son implication dans une
multitude de fonction comme la prolifération et de I'apoptose ; qui pourrait expliquer son réle
clé dans le maintien de la tolérance B (Miyamoto et al., 2002 ; Mecklenbrauker et al., 2004).
Plusieurs hypothéses ont été proposées concernant les mécanismes moléculaires par lesquelles
PKC-9 effectuerait ses actions :

1/ La forme clivée de PKC-0 a notamment été décrite pour sa capacité a migrer dans le
noyau et induire I'apoptose en phosphorylant des protéines cibles dans les LB (Mecklenbrauker
et al., 2004). Ce mécanisme a notamment été décrit en réponse a une diminution de la cytokine
BAFF mais également lors de la sélection négative des cellules autoréactives dans la zone claire
des centres germinatifs (Ou et al., 2021). Ce dernier mécanisme serait notamment régulé par
SMS2 qui faciliterait la translocation nucléaire de PKC-6. Néanmoins, les mécanismes précis
conduisant au clivage de PKC-§, a sa migration dans le noyau et a I'induction de I'apoptose par
PKC-6 restent encore tres flous, notamment dans les LB. De plus, la voie extrinseque et
intrinséque dépendante de la mitochondrie peuvent également étre induites par PKC-6 et induire
I’'apoptose (Sumitomo et al., 2002 ; Gonzalez-Guerrico et al., 2005). Néanmoins a I’'heure actuelle,
nous ne savons pas précisément le moyen par lequel PKC-6 méne a I'apoptose dans les LB :
directement en migrant dans le noyau ou par I'induction des voies extrinséque ou intrinseque de
I’apoptose, ou indirectement par son role de kinase dans des voies de signalisation menant a
I'apoptose. Méme si les mécanismes sous-jacents a I'induction de I'apoptose par PKC-6 sont
encore flous, la protéine apparait comme un régulateur de la mort cellulaire jouant un réle
primordial tout au long de la vie du LB, essentiel au maintien de tolérance notamment dans les
LB des centres germinatifs.

2/ Plusieurs éléments relient également PKC-9 a la voie des MAPK. Tout d’abord, certains
patients avec un défaut de PKC-d ont été diagnostiqués pour un "RAS-Associated
Lymphoproliferative Disease" (RALD) proche des SLAl par la symptomatologie et Ia
physiopathologie sous-jacente de la pathologie (voir tableau 5). De plus, nos résultats ont
notamment montré une augmentation du niveau basal de la phosphorylation de ERK dans les LB
des souris Prkcd 6510565105 Ces observations sont similaires a ce qui a pu &tre observé au sein des
LB de patients avec un LES et certains modeles murins, suggérant une contribution de cette voie
dans la génération ou la survie des cellules B autoréactives (Grammer et al., 2004 ; Wu et al.,
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2007 ; Wong et al., 2009). L’expression d’une forme constitutivement active de NRAS conduit
notamment a une augmentation de la phosphorylation de ERK, a la différenciation des LB
immatures en transitionnels et favorise le développement de LB autoréactifs (Rowland et al.,
2010 ; Teodorovic et al., 2014). Toutefois, I'activation spécifique de la voie MEK-ERK n’empéche
pas la mise en place de tolérance centrale des LB (Greaves et al., 2018). Au vu de la légere
augmentation de cette voie de signalisation dans les LB Prkcd 510565105 celle-ci pourrait
participer a I"augmentation du signal tonique des LB des souris Prkcd ©°105/65105 et fayoriser la
survie des LB.

3/ Nos résultats ont mis en avant I'implication de PKC-6 dans la régulation de la voie
PI3K/AKT/mTOR dans les LB, ce qui n’avait encore jamais été décrit a notre connaissance. Cette
voie de signalisation joue un réle important dans de nombreux aspects du développement et de
I'activation des LB (Abdelrasoul et al., 2018). Tout d’abord, I'augmentation inappropriée de
I'activité de PI3K est notamment associée a une rupture de la tolérance centrale d( a I'absence
notamment de I'induction de RAG1/RAG2 (Verkoczy et al., 2007 ; Greaves et al., 2019). Toutefois,
la tolérance centrale ne semble pas étre le processus majeur altéré par I'absence de PKC-o.
Mecklenbrauker et al. affirment que les LB des souris Prkcd -/- croisées avec les souris
transgéniques IgHEL:mHEL (présentées dans le chapitre 3.2.2 de la partie bibliographie) sont bien
éliminés par délétion clonale (Mecklenbraduker et al. 2002). Néanmoins, ces données ne sont pas
présentées dans I'article et ne nous permettent pas de réfuter le réle de PKC-3 dans la tolérance
centrale. D’un autre c6té, Limnander et al. proposent que la perte de PKC-6 conduise a un défaut
d’apoptose spécifiguement aux stades transitionnels, lorsque les LB sont encore sensibles a la
délétion clonale (Limander et al., 2011 ; Limnander et al., 2013). Cependant, nos résultats n’ont
pas montré d’avantages spécifiques des LB Prkcd 10565105 ayx stades transitionnels lors des
expériences de reconstitution de moelle osseuse a partir d’un ratio 50 : 50 de cellules provenant
de souris Prkcd ** et Prkcd ©°105/65105 (données non montrées). Par ailleurs, le mécanisme sous-
jacent proposé dans ces études, qui serait une baisse de I'activation de ERK dans les LB en
I'absence de PKC-6, n’a été retrouvé ni dans la population de LB totale, ni aux stades
transitionnels chez les souris Prkcd ©°105/65105  De maniére intéressante, Mecklenbrauker et al.
ont aussi mis en avant la résistance a l'anergie des LB provenant des souris Prkcd -/-
(Mecklenbrauker et al. 2002). A l'inverse, un défaut de SHIP-1 ou PTEN, dont la fonction est
opposée a celle de la PI3K, conduit a une perte de I'anergie, suggérant que ces phosphatases
favorisent I'anergie en limitant la signalisation de PI3K (O’Neill et al., 2011). Etant donné qu’un
défaut de PKC-0 conduit a une augmentation de I'activité de la PI3K, la mutation homozygote
G510S de Prkcd empécherait la mise en place des processus de I'anergie. D’autre part, la voie
PI3K favorise la survie et la prolifération des LB matures en périphérie. Alors que la perte du BCR
des LB en périphérie conduit rapidement a I'apoptose des cellules, I'activation constitutive de la
voie PI3K peut reverser ce phénotype et permettre la survie des LB (Srinivasan et al., 2009). Ces
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travaux mettent en avant I'importance de cette voie de signalisation dans le signal tonique du
BCR. Nos résultats ont montré que |'activation des molécules de la voie PI3K/AKT/mTOR (PIP3,
pAKT, pS6) était initialement supérieure dans les LB Prkcd ©5105/65105 comparé aux contrdles. De
ce fait, un défaut de PKC-0 favoriserait I’activation de cette voie de signalisation, ce qui conduirait
a une hausse du signal tonique des LB. Enfin, la voie PI3K/AKT conduit a un élément central de la
machinerie cellulaire : mTOR. Ce complexe enzymatique est au centre du métabolisme cellulaire
en intégrant une multitude de signaux associés a la disponibilité en acides aminés, en ATP, en
facteurs de croissances, etc. Dans des conditions satisfaisantes, la signalisation mTOR est active
et entraine la synthése des protéines. En plus de favoriser la croissance cellulaire et la
prolifération des LB, la voie mTOR contribue également a la mise en place des centres germinatifs
et a la différenciation des LB en plasmocytes (Jones et al., 2016 ; Lee et al., 2017). De maniére
intéressante, ces données concordent avec nos observations chez la souris Prkcd ©°105/G5105
soit : 'augmentation des LB des centres germinatifs, des plasmocytes et la hausse
d’autoanticorps de type IgG.

En résumé, il apparait que PKC-6 soit une protéine a plusieurs facettes, impliquée dans
divers processus essentiels au maintien de la tolérance par son role dans la régulation de
I’apoptose et la régulation de la voie PI3K/AKT/mTOR. Désormais, nous souhaitons comprendre
précisément par quel moyen PKC-6 agit sur la régulation de cette voie de signalisation. Nos
résultats ont notamment montré que l'augmentation de la phosphorylation de S6 était un effet
intrinseéque de la mutation Prkcd G510S/G510S dans les LB. Nous avons également montré que
seuls les inhibiteurs de PI3K et de mTOR permettaient de réduire I’exces de phosphorylation de
S6 dans les LB Prkcd @°105/65105 contrairement aux inhibiteurs de Syk ; mettant ainsi en avant le
role régulateur spécifigue de PKC-0 dans la voie PI3K/AKT/mTOR. Nous souhaitons alors
rechercher les partenaires de PKC-6 via des études protéomiques. Le schéma expérimental décrit
dans la figure 55 a été en majorité réalisé puisque nous sommes actuellement en attente des
premiers résultats.
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Figure 55 : Schéma expérimental de la création de la souris transgénique par CrispR/Cas9 a
la masse spectrométrie

3.3/ Vers la thérapie personnalisée

3.3.1/ Personnaliser les traitements

Le LES est caractérisé par sa large hétérogénéité ; ce qui représente un défi pour les
cliniciens, tant pour le diagnostic que pour le choix du traitement. Bien que I’espérance de vie
des patients se soit grandement améliorée passant de 60% de survie 10 ans aprés le diagnostic
dans les années 1950 a plus 90% ces derniéres décennies, cette progression est beaucoup plus
lente ces derniéres années notamment avec la manifestation de comorbidités associées au LES
apparaissant avec I'augmentation de la durée de vie des patients (Cervera et al., 2009 ; Mak et
al.,, 2012). A I’heure actuelle, la majorité des patients recoivent un traitement de fond efficace
permettant de prévenir les nouvelles poussées (Kuhn et al., 2015 ; Ruiz-Irastorza et al., 2020).
Celui-ci repose sur l'utilisation de médicaments utilisés a |'origine contre le paludisme:
I’hydroxychloroquine ou la chloroquine. Les patients présentant des manifestations articulaires
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peuvent recevoir également des anti-inflammatoires non stéroidiens ou des
immunosuppresseurs comme le méthotrexate ou le thalidomide. En cas d’atteinte rénale et
selon le type et la gravité des Iésions observées, le traitement repose sur une association de
corticoides a fortes doses avec des immunosuppresseurs. Toutefois, l'utilisation de ces
médicaments entrainent de nombreux effets indésirables du fait de leur manque de spécificité.
Ces dernieres années, les biothérapies ont fait leur apparition dans le traitement du LES mais
sont utilisées dans des conditions trés restreintes. Le belimumab, un anticorps monoclonal
humain ciblant la forme soluble du BAFF, est préconisé pour les patients adultes uniquement,
avec une forme grave de la maladie ayant des atteintes cutanées, articulaires et présentant des
auto-anticorps. Son efficacité est cependant modeste et tardive (Horowitz et al., 2012). Le
rituximab est un anticorps monoclonal ciblant la protéine CD20, exprimée sur la majorité des LB
et entrainant leur déplétion. Cependant, les plasmocytes produisant notamment les
autoanticorps, n’expriment pas cette molécule et ne sont donc pas éliminés (Hiepe et al., 2011).
Le rituximab est uniquement utilisé en cas d’impasse thérapeutique notamment lors d’atteinte
rénale ou en cas d’anémies périphériques auto-immunes mais n’a pas recu d’autorisation de mise
sur le marché pour le lupus (Faustini et al., 2022). |l apparait alors que les traitements standards
proposés causent un trop grand nombre d’effets secondaires tandis que les biothérapies ont
montré pour I'instant une efficacité réduite. Le développement de thérapies novatrices semble
donc nécessaire et cela passe notamment par la prise en compte de I’hétérogénéité de la maladie
pour proposer différentes lignes de traitements prenant en compte cette diversité dans le LES.
L’étude des LES monogéniques a notamment permis de mettre en lumiere cette diversité en
permettant d’identifier des voies clés impliquées dans la pathogénése de la maladie. C’est
pourquoi la thérapie personnalisée apparait extrémement prometteuse chez les patients avec
un LES d’origine monogénique en cas d’échec thérapeutique au thérapie standard.

Dans le cas de patients atteints d’interféronopathies, I'inhibition de la voie de I'interféron
de type | semble judicieuse. Une étude a montré I'efficacité du baracitinib, un inhibiteur de JAK,
chez des patients atteints d’interféronopathies (Sanchez et al., 2018). De maniére intéressante,
deux patients inclus dans I’étude, dont la cause génétique n’avait pas été établie, ont peu
répondu aux traitements comparés a ceux dont le diagnostic génétique avait confirmé I'atteinte
génétique parmi les genes associés aux interféronopathies. En outre, le traitement de patients
diagnostiqués pour un SAVI avec un inhibiteur de JAK, le ruxolitinib, a montré son efficacité
(Frémond et al., 2016 ; Konig et al., 2017). Par ailleurs, nous avons rapporté qu’un patient ayant
une mutation dans le géne SOCS1 a également présenté une trés bonne réponse au ruxolitinib
(Hadjadj et al., 2020). Méme si ces traitements sont bien tolérés, un risque d’infection est a
prendre en compte et a surveiller. Concernant les patients dont la mutation conduirait a une
altération des LB, les traitements ciblant ces cellules semblent particulierement indiqués. Des
patients avec une mutation de PRKCD ont notamment regu du rituximab qui a montré son
efficacité sur I'un des patients tandis que deux autres ont vu une progression de I'activité de la
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maladie et ont été stabilisé sous ofatumumab, un autre anticorps monoclonal ciblant CD20 (Lei
et al.,, 2018). L'ofatumumab permet de potentiellement éliminer les cellules résistantes au
rituximab en ciblant notamment un épitope différent du CD20. Une des patientes avec la
mutation PRKCD G510S/G510S suit également un traitement par rituximab. Néanmoins, elle
montre toujours une activité importante de la maladie avec notamment une sévere atteinte
rénale. De maniére intéressante, deux patients avec un défaut de PRKCD ont regu du sirolimus,
qui correspond a la rapamycine, et ont présenté une excellente réponse clinique au traitement
(Kuehn et al., 2013 ; Gu et al., 2020). De surcroit, I'arrét du traitement pendant six mois chez I'un
des patients a entrainé une rechute importante. L’effet immunomodulateur du sirolimus est
notamment connu a travers son action sur les LT ; en diminuant la réponse T effectrice et en
favorisant le développement des LT régulateurs (Battaglia et al., 2005 ; Haxhinasto et al., 2008).
En effet, des travaux ont montré que l'activation constitutive de la voie PI3K/AKT/mTOR
empéchait I'induction de FOXP3 dans les LT, qui conduit normalement a la différenciation des
cellules T en LT régulateurs (Sauer et al., 2008). Explorer le réle de PKC-6 dans ces cellules au vu
de son effet sur la voie PI3K/AKT/mTOR pourrait par ailleurs étre d’un grand intérét et constituer
une autre voie potentielle sur laquelle PKC-d pourrait avoir un effet en dehors des LB. Par
conséquent, au vu de nos résultats montrant une amélioration rapide des manifestations auto-
immunes chez les souris Prkcd 510565105 ot de |'efficacité de ces traitements chez deux patients
avec un défaut de PRKCD, la rapamycine apparait comme un traitement efficace et personnalisé
pour les patients présentant un défaut de PKC-3. Une autre possibilité de traitement pour ces
patients serait de cibler la PI3K. Nos résultats ont effet montré I’efficacité d’un de ces inhibiteurs,
la wortmaninn, sur la réduction de I'activité de mTOR dans les LB Prkcd ¢5105/65105 (Figyre 35).
Néanmoins, cet inhibiteur ne peut pas étre utilisé en clinique du fait de sa toxicité élevée
(Workman et al., 2010). L'un des plus utilisés en clinique est I'idelalisib ; il cible I'isoforme PI3K8.
Il est notamment utilisé dans le traitement de leucémies, de lymphomes non-hodgkiniens et de
lymphome folliculaire récidivant (Do et al., 2016). De maniere intéressante, un autre inhibiteur
de PI3K6 a été testé sur des modeles murins lupiques et a montré une amélioration du phénotype
(Scuron et al., 2021). Par conséquent, des inhibiteurs de la PI3K ont déja été approuvés pour
d’autres pathologies et pourraient étre potentiellement intéressant au vu de leur spécificité pour
les patients avec un défaut de PKC-o.

En résumé, alors que de nombreux essais cliniques n’ont pas encore démontré un effet
convaincant pour traiter le LES, il apparait nécessaire de prendre en compte I'hétérogénéité
notamment génétique du LES afin d’identifier des sous-ensembles de patients ayant des
réponses thérapeutiques distinctes. Cela permettrait alors de proposer des traitements
personnalisés en fonction du contexte génétique et de I'altération moléculaire.
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3.3.2/ Avancer vers la thérapie génique

Certains mécanismes ne peuvent toutefois pas étre modifiés par voies médicamenteuses.
C’est notamment le cas dans les LES causés par des défauts du complément ou de DNases
conduisant a une accumulation d’auto-antigénes. La greffe de moelle osseuse est alors proposée
dans les cas les plus graves (Arkwright et al., 2014). Néanmoins, cette pratique se heurte a de
nombreuses limitations, telles que la difficulté de trouver un donneur compatible et les
complications souvent graves comme le rejet de greffe ou la réaction du greffon contre I'héte
(GVH) (Mohty et al., 2010). La thérapie génique apparait alors comme une alternative
intéressante permettant de "corriger" directement la mutation. Plusieurs méthodes existent
aujourd’hui : l'utilisation de vecteur virale pour apporter la copie fonctionnelle du gene et
I’édition du génome par la technologie CrispR/Cas9. Cette derniére approche permet notamment
de pouvoir corriger les mutations perte de fonction mais également gain de fonction
contrairement a la méthode utilisant les vecteurs viraux (Figure 56). La principale limite de cette
approche est le risque de "off-target". De nombreux outils sont actuellement développés afin
d’améliorer cette approche et pourrait permettre de la proposer dans les cas les plus graves de
LES monogéniques.

Cellules souches
hématopoiétiques

Culture

| ]
| 4 |
4 | A

||| Transplantation
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modifications du
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Figure 56 : Schéma de I’approche de thérapie génique par édition du génome

3.4/ De I’étude des LES monogéniques aux LES adultes

Quelques différences existent entre les LES juvéniles et les LES classiques se développant
a I'age adulte, principalement en ce qui concerne la gravité de la pathologie. Au vu de
I’'hétérogénéité des mutations impliquées dans les LES monogéniques, le lupus juvénile ne serait
pas une seule maladie, mais constituerait un ensemble de groupes hétérogenes ayant des
défauts uniques (Omarjee et al., 2019). De maniere intéressante, les variants associés au LES
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retrouvés chez I'adultes touchent les mémes mécanismes que dans les LES monogéniques soit :
la libération d’auto-antigénes, la production de cytokines pro-inflammatoires et de I'lFN-I et Ia
dérégulation des cellules de I'immunité adaptative (Kaul et al., 2016). Par ailleurs, les éléments
environnementaux associés au LES altérent ces mémes mécanismes. Par exemple, les UV
favorisent la libération de matériel nucléaire et I'apoptose des cellules ; le tabac et les infections
virales créent un contexte inflammatoire, etc. (Costenbader et al., 2004 ; Kang et al., 2004 ; Wolf
et al., 2018). Par conséquent, les LES classiques pourraient partager les anomalies moléculaires
des LES juvéniles mais dont les causes seraient secondaires a des éléments de I'environnement
ou des facteurs épigénétiques. Au vu de I'hétérogénéité du spectre clinique et biologique
retrouvé également chez les patients adultes, le lupus classique serait également composé d’un
ensemble de groupes hétérogenes ayant des altérations spécifiques. Cela expliquerait I’échec de
plusieurs essais cliniques pour des médicaments pourtant prometteurs. Paradoxalement, ces
essais cliniques ciblent souvent un élément clé de I'un des mécanismes retrouvés altérés dans le
LES mais ne prennent pas toujours en compte I'hétérogénéité clinique et biologie des patients
inclus dans ces études. Prendre en compte cette hétérogénéité apparait ainsi primordial pour le
développement de nouvelles thérapies. Par exemple, I'anifrolumab ciblant le récepteur IFNAR a
montré son efficacité a une dose de 300 mg apres 52 semaines de traitement chez 32,3% des
patients dont la signature interféron était élevée initialement ; alors que ce chiffre chute a 7,7%
des patients ayant une faible signature interféron au départ (Furie et al., 2017). Ce traitement a
récemment recu une autorisation de mise sur le marché pour le lupus et semble donc
particulierement intéressant pour les patients avec une signature interféron élevée (Morand et
al., 2022). Dorner et al. proposent de redéfinir les criteres de la classification du LES et de tester
des thérapies couvrant plusieurs cibles thérapeutiques ; afin que la thérapie personnalisée
devienne possible (Dorner et al., 2019). Par conséquent, une approche globale considérant le
spectre clinique mais aussi biologique, génétique et moléculaire permettrait de prendre en
compte toute la complexité du lupus et de faciliter I'identification des patients appropriés pour
recevoir des thérapies ciblées particuliéres (Figure 57).

De maniére intéressante, Gorelik et al. ont reporté une baisse de la phosphorylation de
PKC-6 dans les LT de deux patients avec un LES classiques comparés a des contrdles (Gorelik et
al., 2017). En outre, une augmentation de 'activité de la voie PI3K/AKT/mTOR a également été
reportée dans le LES (Taher et al., 2010). Il serait intéressant de voir si un défaut de PKC-6 peut
étre retrouvé chez d’autres patients, d’étudier les aspects cliniques, biologiques, génétiques et
moléculaires de ses patients afin de déterminer s’il pourrait constituer un sous-groupe de lupus.
Par ailleurs, nous pourrions également déterminer I'existence d’une corrélation entre le défaut
de PKC-6 et la hausse de Il'activité de la voie PI3K/AKT/mTOR. Ces travaux permettraient
notamment de déterminer si le défaut de PKC-0 retrouvé dans les LES juvéniles pourrait étre
transposable au LES adulte et élargir a un plus grand nombre de patients la possibilité d’une
thérapie personnalisée.
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Figure 57 : Vers la thérapie personnalisée dans le lupus
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4- CONCLUSION GENERALE

L’objectif de mes travaux de thése était d’'une part de déterminer |'effet de nouveaux variants
sur la fonctionnalité des protéines IKAROS et LYN, d’étudier le phénotype des modéles murins
porteurs de ces mutations et d’autre part de confirmer le réle de la mutation de PRKCD
G510S/G510S dans le développement du LES, de réaliser un immunophénotypage approfondi du
modele murin et de disséquer les mécanismes moléculaires altérées.

Concernant le projet sur les variants de /IKZF1 et LYN, nos travaux ont permis de déterminer que
le variant IKZF1 D120V conduit a un défaut des capacités transcriptionnelles et de liaison a I’ADN
de IKAROS. Toutefois, des expériences complémentaires devront étre réalisées pour confirmer
ce défaut. Quant au variant LYN F258S, nous n’avons pas observé de défaut de la protéine LYN
porteuse de cette mutation. Néanmoins, des expérimentations sont en cours afin de déterminer
plus précisément l'influence de la mutation sur I'activité kinase de la protéine. Concernant
I’étude des modeles murins, elle ne nous a pas permis de répondre a nos interrogations sur un
potentiel effet synergique des deux mutations sur le développement d’un phénotype auto-
immun. Nous avons observé quelques altérations chez les souris avec la mutation Lyn F258S
suggérant que ce variant pourrait potentiellement avoir un effet.

Dans le projet sur I'étude de la mutation Prkcd G510S/G510S chez la souris, nous avons montré
gue ce modele développait un phénotype auto-immun sévére et précoce, associé a une
dérégulation des NK et des LB. Nous avons notamment observé une diminution des NK matures
et déterminé que ce défaut serait causé par la mutation de Prkcd. Par ailleurs, nous avons
démontré que le phénotype auto-immun est lié & un réle autonome des LB Prkcd @°105/65105 De
plus, les LB dans notre modele présentent une augmentation de leur capacité proliférative et une
altération de la voie PI3K/AKT/mTOR. Plus précisément, nos résultats indiquent que
I’engagement du BCR induit une activation plus élevée de PI3K/AKT/mTOR dans les LB de souris
Prkcd ©5105/65105 que dans les LB contrdles. Nous avons alors traité des souris Prkcd °105/65105 gyec
de la rapamycine, un inhibiteur spécifique de mTORC1 spécifique, ou un véhicule. Nous avons vu
gue le traitement avec la rapamycine améliore considérablement les symptémes auto-immuns,
démontrant in vivo I'effet délétere de I'activation de la voie mTOR chez les souris avec la mutation
Prkcd.

L'identification et I'’étude de formes génétiques du lupus permettent de mieux comprendre les
mécanismes de tolérance et de proposer des thérapies ciblées.
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INTRODUCTION

At the end of April 2020, European clinicians warned public health
agencies about an abnormal increase of Kawasaki-like diseases and
myocarditis requiring critical care support in the context of the
ongoing coronavirus disease 2019 (COVID-19) epidemic in chil-
dren (1-3). American clinicians also reported a large outbreak of
severe inflammation in children after COVID-19 infection, a condi-
tion that is now named pediatric inflammatory multisystemic syn-
drome or MIS-C (4-6). The clinical phenotype of this emerging
disease is broad and encompasses features of Kawasaki disease (KD)
and toxic shock syndrome (TSS). Many cases require intensive care
support, making MIS-C one of the most severe manifestation of
COVID-19 in children. MIS-C occurs 3 to 4 weeks after acute COVID-19
in children (3, 5-7).

To date, reports on MIS-C show slight differences in cytokine
profiling and immunophenotype between MIS-C and KD or pedi-
atric COVID-19 (8, 9). Analysis of T cells reveals a lower number of
T cells in MIS-C with no or subtle signs of activation (10). Multi-
dimensional immune profiling on small numbers of patients shows
differences between acute COVID-19 and prepandemic KD (8, 11).
A subset of activated CD8 T cells expressing the CX3C chemokine
receptor (CX3CR1) is observed in MIS-C (12), and both CD8 and
natural killer (NK) cells demonstrate an elevated expression of cyto-
toxicity genes (13). Anti-severe acute respiratory syndrome corona-
virus 2 (SARS-CoV-2) antibodies (Abs) are equally produced in
pediatric COVID-19 and MIS-C. Autoantibodies are uniquely
found during MIS-C or KD, which supports the contribution of the
humoral response to both diseases (8, 11). Last, a role for genetic
factors is evocated in MIS-C pathogenesis because it occurs more
frequently in Hispanic or African children (14-16). Despite these
pioneer studies, the immunological mechanism underlying MIS-C
remains unknown.

To address this question, we compared the immune profile of
patients with MIS-C with that of patients with COVID-19 and that
of patients with other clinically similar entities such as KD and
TSS. For this, we explored the cytokine and cellular immune profile
using different techniques. Using flow cytometry and transcriptom-
ic analyses, we uncovered a specific VB21.3" T cell expansion in
24 of 32 tested patients with MIS-C when assessed in the first month
after onset. T cell receptor (TCR) sequencing revealed the polyclonal
nature of the VB21.3" expansion. No specific human leukocyte
antigen (HLA) bias was identified in patients, but we found a specific
activation profile within VB21.3" T cells. This activation was tran-
sient with a normalization of the repertoire within days to weeks
after the inflammatory episode. Together, our findings provide an
immunological signature in MIS-C with potential implication in
the diagnosis and treatment of this rare disease.

RESULTS

MIS-C presentation overlapped with TSS and KD

We took a cohort of 36 children with MIS-C and compared them
with 16 KD cases diagnosed during and before the pandemic,
58 retrospective cases of patients with TSS, and 42 patients with
acute COVID-19 (11 children and 31 adults). This comparison was
motivated by previous descriptions of MIS-C in Europe and in the
United States, showing a clinical overlap between staphylococcal
toxin-mediated TSS and KD in patients with MIS-C (1-3). Figure 1A
outlines the study flowchart and the clinical and biological

Moreews et al., Sci. Inmunol. 6, eabh1516 (2021) 25 May 2021

parameters we evaluated. Patients diagnosed for MIS-C, classical
KD, TSS, or acute COVID-19 were included. Patients were then
subjected to deep immunological analyses combining cytokine
profiling, TCR Vp analysis, and T cell stimulation assays (Fig. 1A).
We confirmed the strong clinical overlap between MIS-C, TSS,
and KD. Many patients in the MIS-C group also fulfilled some of
the five major criteria for TSS and KD, respectively (Fig. 1B). Con-
sidering the clinical parameters, the most frequent features of pa-
tients with MIS-C in our cohort were fever, cardiac dysfunction,
gastrointestinal symptoms, coagulopathy, and systemic inflamma-
tion (table S1). Additional clinical data are presented in table S2 for
KD, TSS, and acute COVID-19 and in table S3 for all patients.
Moreover, table S$4 gives a list of the patients analyzed in each of the
following figure panels.

High levels of proinflammatory cytokines in MIS-C
contrasted with lymphopenia and low HLA-DR expression

in monocytes

SARS-CoV-2 can cause fatal acute respiratory distress syndrome in
patients at risk. This manifestation is caused by delayed and poorly
controlled immune responses, with a deleterious role of inflamma-
tory cytokines. Moreover, we and others have identified a subgroup
of severe COVID-19 patients with impaired type I interferon (IFN)
production (17-20). Thus, a regulated production of cytokines is
paramount for control of SARS-CoV-2 infection. This prompted us
to investigate how cytokines could contribute to MIS-C pathogene-
sis. We compared the serum levels of IFN-a, IFN-y, tumor necrosis
factor-o (TNF-a), interleukin 10 (IL-10), soluble CD25 (sCD25),
monocyte chemoattractant protein 1 (MCP1), IL-1 receptor antag-
onist (IL-1Ra), IL-6,and IL-18 between healthy controls and MIS-C,
KD, TSS, and different forms of COVID-19 (mild pediatric, mild,
or severe adult-onset COVID-19; see table S2 for a list of clinical
features in the different patients” groups).

The expression of IFN-stimulated genes (ISGs) in blood cells
was significantly higher in MIS-C compared with controls but rath-
er low compared with patients with COVID-19 (Fig. 2, A to C). The
level of serum IFN-u2 followed the same trends, whereas serum
IFN-y was variable among patients with MIS-C, with very high lev-
els in a few patients. The expression of the other cytokines mea-
sured (IL-6, IL-10, IL-18, TNF-a, MCP1, IL-1RA, and sCD25) was
very high in patients with MIS-C compared with controls and very
similar to that of patients with KD, TSS, and severe COVID-19
(Fig. 2, B and C). The level of sCD25 was significantly higher in
patients with TSS than in patients with MIS-C and significantly
lower in patients with severe COVID-19 than in patients with
MIS-C (Fig. 2, B and C). A previous study found higher levels of
serum IL-6 in patients with KD than in patients with MIS-C, con-
trasting with our data (8).

To further explore the MIS-C immunological profile, we quanti-
fied the number of peripheral lymphocytes of different types and
the expression of HLA-DR in patients’ monocytes. T and NK cell
counts were, on average, very low in patients with MIS-C and KD,
whereas B cell counts were normal (Fig. 2D and fig. S1). We found
a decreased expression of HLA-DR in monocytes in both patients
with KD and MIS-C compared with controls (Fig. 2E and fig. S1).
Together, our data show a strong similarity in cytokine profiles be-
tween MIS-C, KD, and TSS and highlight the decreased lymphocyte
counts and low HLA-DR expression in monocytes in patients with
MIS-C compared with controls.
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Acute COVID-19 cases:
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In vitro study of Ag/SARS-CoV-2

Fig. 1. Study design and clinical features of patients with MIS-C. (A) Outline of the study including patients with MIS-C, KD, TSS, and acute COVID-19 and the immu-
nological investigation workflow. (B) Heatmap showing the number of major criteria of TSS or KD for patients with TSS, MIS-C, and KD included in our study, considering
the following case definition criteria: five clinical items for TSS (fever, rash, desquamation, hypotension, and multisystem involvement) and five clinical items for KD in
addition to fever (rash, cervical ymphadenopathy, bilateral conjunctivitis, oral mucosal changes, and peripheral extremity changes).

Expansion of VB21.3* peripheral T cells in a large fraction

of patients with MIS-C

TSS toxin 1 (TSST1)-related TSS is associated with a skewing of the
T cell repertoire toward VB2 as a result of TSST1 superantigen—
induced proliferation of VB2* T cells (21). Every other Staphylococcus
aureus superantigenic toxin induces the expansion of specific TCR
VB subsets, ie., VB5.2,5.3, 7.2, 9, 16, 18, and 22 for staphylococcal
enterotoxin A (SEA) or VP 3, 12, 13.2, 14, 17, and 20 for SEB (22).
Given the similarities between TSS and MIS-C, we explored the
possibility that MIS-C was also associated with specific T cell ex-
pansions. To explore the T cell repertoire in MIS-C, we first used
flow cytometry to assess the distribution of VP subunits in T cells
from patients with MIS-C, in comparison with patients with KD,
TSS, and COVID-19 (Fig. 3A and fig. S2A). As expected, patients
with TSS displayed the hallmark expansion of the VB2" subset.
Several VB-specific expansions were also visible in patients with
MIS-C and, in most cases, VB21.3" expansions (Fig. 3A) in both
CD4 and CD8 T subsets (fig. S3A). These expansions had similar
amplitudes as the V32" expansions in TSS (Fig. 3A). A principal
components analysis (PCA) of the VB distribution in CD4 and CD8
T cells showed that the main parameters separating the different
patients were the frequency of VB2* and of VB21.3" cells (fig. S3,
B and C). Overall, the expansion of VB21.3" T cell subsets was seen
in 15 of 26 (58%) patients with MIS-C and in none of the other

Moreews et al., Sci. Inmunol. 6, eabh1516 (2021) 25 May 2021

conditions analyzed by flow cytometry, i.e., KD, TSS,and COVID-19
(Fig. 3A). Next, we wanted to use a different technique to test the
specificity of this expansion, and we therefore performed transcrip-
tomic analyses of Vf expression in peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) using the NanoString technology. This technique also
requires much less material than flow cytometry, which allowed
us to run lymphopenic samples from severe COVID-19 cases. This
transcriptomic analysis firmly established that the VB21.3" T cell expan-
sion is a hallmark of MIS-C because it was seen in 18 of 23 patients
with MIS-C tested (fig. S3D). Thus, taking together flow cytometry
and NanoString analyses, we found that 24 of 32 (75%) patients
with MIS-C and none in the other clinical groups displayed T cell
receptor beta variable genes 11-2 (TRBV11-2)/VP21.3" expansions.

We then compared the level of serum cytokines between MIS-C
patients with and without VB21.3" T cell expansions at the time of
the acute episode. The levels of IL-18 and IL-1RA (Fig. 3, C and D)
were associated with the polyclonal VB21.3 expansions, but not
those of the other cytokines tested (fig. S4, A and B), suggesting that
VPB21.3" T cells were associated with the cytokine storm.

TCR sequencing highlighted the polyclonal nature of TCR
VpB21.3 expansions

To investigate the clonality of V321.3" expanded cells, we analyzed
the TCR repertoire of 11 patients with MIS-C for whom whole-blood
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Fig. 3. Polyclonal V§21.3" T cell
expansion in patients with MIS-C.
() Frequency of total CD3* T cells
expressing the indicated VP chains,
as measured by flow cytometry
using specific Abs against the
corresponding VB within PBMCs of
patients of the indicated group. Pa-
tients with TSS, mild COVID-19, pe-
diatric COVID-19 (ped-COVID), KD,
and MIS-Care colored in blue, pink,
dark blue, orange, and green, re-
spectively. Bubbles represent the
normalized individual VB frequen-
cy reported to the mean frequency
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RNA was available by TCR sequencing. We analyzed the composi-
tion of the TCR P rearrangements involving the TRBV11-2 gene
(which corresponds to VB21.3). First, by representing the TRBV11-2/
T cell receptor beta joining genes (TRBJ) combination usage as chord
diagrams (Fig. 3, E and F), we confirmed the expansion of T cells
using TRBV11-2 in 7 of 11 patients. These TRBV11-2 rearrange-
ments were associated with multiple TRB] genes, suggesting the
polyclonal nature of the expansions. To further evaluate polyclonal-
ity, we analyzed the hypervariable sequence CDR3 length distribu-
tion of TRBV11-2 clonotypes (bar plots, Fig. 3, E to G). The CDR3
size distributions showed a bell-shaped Gaussian distribution as
expected in polyclonal repertoires (23-25). To evaluate the degree
of polyclonality, we identified the expanded clonotypes by setting a
threshold based on the binomial distribution of the clonotype
frequencies per sample (see Materials and Methods and fig. S5A).
No major monoclonal expansions (red lines in the CDR3 spectra-
types) explaining the global TRBV11-2 expansion were detected.
Instead, most of the clonotypes were found at low frequencies (gray
lines), typical of a polyclonal diverse repertoire. The percentages of
expanded clonotypes were not significantly different between patients
with or without TRBV11-2. We calculated the cumulative frequencies
of these expanded clonotypes within the full repertoire and found
that they were always far below the frequency of the full TRBV11-2
expansion in patients with expansions, representing, on average,
0.51% of the total repertoire. Last, these limited expansions repre-
sented, on average, 4.47% of the TRBV11-2 repertoire in patients
with TRBV11-2 expansions and 6.31% in patients without TRBV11-2
expansions (table S6 and fig. S5B). To confirm the polyclonality of
the TRBV11-2 expansion, we computed the Berger-Parker index
(BPI) on TRBV11-2 clonotype for patients with MIS-C harboring or
not TRBV11-2 expansions (fig. S5C). This index measures the
proportional abundance of the most frequent clonotypes within
TRBV11-2 clonotypes. There were no significant differences when
we compared the BPI on TRBV11-2 clonotypes between patients
with or without TRBV11-2 expansions, further confirming that
TRBV11-2 expansions in the seven patients were not explained by
monoclonal expansions.

Next, to address whether the VB21.3" T cell expansion persisted
overtime, we repeated the TCR sequencing and the flow cytometry
VP analyses in a group of patients for which blood samples were
available during and after the acute inflammatory episode. As
shown in Fig. 3 (F to H), the Vb21.3/TRBV11-2 distributions for all
the patients returned to normal within days to weeks after MIS-C.
When we compared the CDR3 length distributions by calculating
the perturbation score using the ISEApeaks tool between reper-
toires obtained during and after the acute response, we found no
differences between the two groups, further supporting the poly-
clonal expansion profile of TRBV11-2 during the acute response
(fig. S5D). Last, this transient expansion suggested a proapoptotic
phenotype of VB21.3" T cell. To test this hypothesis, we stained PBMCs
from patients with MIS-C with annexin-V that marks early apoptot-
ic cells. A higher fraction of VB21.3" compared with VB21.3™ T cells
were stained with annexin-V in MIS-C patients with VB21.3" ex-
pansions (Fig. 31 and fig. S2B), which substantiated our hypothesis.

VpB21.3* T cells had an activated phenotype but did not react
against SARS-CoV-2 peptides

Because VB21.3" T cells expand in patients with MIS-C, we investi-
gated their activation status and the mechanisms underlying their
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proliferation. We found that the activation markers HLA-DR and
CD38 were expressed at high levels in both CD4 and CD8 T cells
from MIS-C patients with VB21.3" expansions compared with those
without expansions and to healthy controls (Fig. 4, A and B). This
was due to a specific up-regulation of CD38 and HLA-DR in Vf321.3"
CD4 and CD8 T cells in MIS-C patients with VB21.3 expansions
compared with those without V321.3 expansions (Fig. 4, Cand D).
A recent paper reports a specific activation of CX3CR1" CD4 and
CD8 T cells in patients with MIS-C, as assessed by HLA-DR/CD38
levels (12). This prompted us to measure CX3CR1 levels in VB21.3*
T cells. As shown in Fig. 4E and fig. S6A, VB21.3" T cells overex-
pressed CX3CR1 in both CD4 and CD8 T cells in MIS-C patients
with VB21.3" expansions compared with those without expansions,
although the percentage of CX3CR1" cells was not higher in MIS-C
than in control patients (fig. S7A). Moreover, in patients with MIS-C,
a large frequency of non-naive CX3CR1" CD4 and CD8 T cells had
an activated phenotype as previously reported (fig. S7B) (12).

Given that MIS-C came about weeks after COVID-19, we won-
dered whether VB21.3" T cells were raised against SARS-CoV-2 an-
tigens. To test this possibility, we stimulated PBMCs from patients
with MIS-C or convalescent COVID-19 with a commercial cocktail
of SARS-CoV-2 peptides spanning S, N, and M viral proteins. T cells
from patients with MIS-C responded poorly to stimulation with
viral peptides, regardless of VB21.3 expansion, compared with T cells
from patients with convalescent COVID-19 that responded well
(Fig. 4, F and G, and fig. S6, B and C). This was not due to a lack of
adaptive anti-SARS-CoV-2 response, because all patients with
MIS-C tested had high SARS-CoV-2-specific Ab levels (fig. S7, C
and E). Last, we could not identify any specific allele nor mutations
of classical HLA class I or class II genes associated with TRBV11-2
expansions by genomic sequencing of the HLA loci of 13 patients
with MIS-C (table S4). Together with the lack of VB21.3" expansion
in patients with COVID-19, these data showed that Vp21.3" T cells
were not specific for HLA-restricted SARS-CoV-2 peptides. To-
gether, these data revealed that the VB21.3" CD4 and CD8 T cell
expansion were highly activated and expressed CX3CR1 but had
poor responsiveness to SARS-CoV-2 antigens.

DISCUSSION

Here, we confirmed the strong overlap in clinical phenotype be-
tween KD, MIS-C, and TSS; MIS-C and TSS had similar defining
features, specifically cardiac dysfunction, hypotension, maculopap-
ular skin rash, and conjunctivitis. We recently identified the critical
importance of early steroid therapy in the management of MIS-C,
similarly to what has been previously shown in TSS (26, 27). MIS-C
and TSS are obviously linked to infections, whereas many KD fea-
tures suggest an infectious cause for KD as well (28). The epidemic
of a novel coronavirus in 2005 (New Haven) was associated to KD
and linked the viral infection to vascular inflammation (29).

We found important similarities in terms of cytokine expression
between MIS-C, TSS, and KD, such as high TNF-a, IL-6, IL-18, and
IL-1Ra levels. A previous study noted that a subgroup of patients
with severe MIS-C had higher levels of IFN-y, IL-18, GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), RANTES (regu-
lated upon activation, normal T cell expressed and secreted), IP-10
(interferon gamma-induced protein 10), IL-1a, and SDF-1 (stromal
cell-derived factor 1) than patients with mild MIS-C or KD (30).
We also observed a subset of patients with MIS-C with high serum
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VpB21.3and stimulation of T cells
with viral peptides in vitro.

A

MIS-C without VB21.3 expansion

MIS-C with VB21.3 expansion
(with ex|

(wo exp)

(A to D) Flow cytometry analy-
sis of CD38 and HLA-DR expres-
sion in CD4 or CD8 T cells from
the indicated patients’ groups
(exp: VB21.3* T cell expansion).
(A) A representative staining
and (B) the mean + SD frequency

9% HLA-DR* CD38*

of CD38*HLA-DR* CD4 (top) and
CD8(bottom) T cells. (Cand D) A

CD38

VB21.3" Ab was also included in
the flow cytometry panel used
in (A) and (B), allowing a specific
comparison of the VB21.3™ and
VB21.3* T cells in patients with
MIS-C. (C) A representative dot
plot of CD38 and HLA-DR ex-

Cps*

9% HLA-DR* CD38*

pression in the indicated sub- bl TS 7 i

sets; (D) means + SD frequency
of CD38*HLA-DR" inthe indicated
CD4 (top) and CD8 (bottom) T cell
subsets. (E) Frequency of OGCR1*
cells in gated VB21.3" and VB21.3*
CD4" (left) and CD8" (right) T cells
in MIS-C without and MIS-C with
expansion. (F) PBMCs from con-
trol, patients with COVID-19 (adults,
6 months after infection, Late-AM-
COVID), or patients with MIS-C
(with or without VB21.3* T cell

CDa*

MIS-C withoutVR21.3
—_expansion (woexp)

Vp21.3-

Mis-C wnh VBZI}

CDs*

MIS-C without VB21.3
expansion (wo exp) A

! 3 |

MIS-CwithVB21.3 404

expansion (with exp)
147

% HLA-DR* CD38" in subset

expansions) were stimulated for
6hours with a commercial cock-

CD38

D38

tail of synthetic peptides from S,
N, and M SARS-CoV-2 proteins in
the presence of Golgi secretion ~ VB213* [ :
inhibitors for the last 5 hours. “ t ) 3
Intracellular IFN-y expression
was then measured in T cells by TR R T

flow cytometry. The fold increase
was calculated as the ratio between
the stimulated and the unstimu-
lated conditions. (G) The frequen-
cyof VB21.3* and VB21.3 T cells
expressing IFN-y after stimula-
tionwith S, N, and M SARS-CoV-2 1
peptides in the different patient
groups as indicated (one dot, one pa-
tient). See table S4 for subject num-
bers per panel. (B) Kruskal-Wallis
test between three groups with
adjustment for multiple compari-

s

or—deoe

9% CX3CR1 in subset
9% CX3CR1 in subset
s

W
L]
Het—i o

v

HLA-DR

9% HLA-DR* CD38" in subset

® Heafthydonar D)

 Lak-AMCOVID
MISC without VE213
expansion twoexp)

® MSCwith \B213
expansion with exp)

D3+

)
*
°
Y

.
°

°

% IFN-y in subset
D

.
+

°
i

TT0T ‘10 AInr wo S10°30us10s mamm //:sdjyy wrory papeofumoq

|
ool oo
H

Sl
H
e |
[ ]

i

<)
R
AQAQ

sons using Benjamini-Hochberg T
comection and (D to G) Wilcoxon test
comparing two groups. *P <0.05.

s

1/2]4’
\)/J

%,

b ‘2
2,

IFN-y, IL-18, and sCD25. These observations confirm previous re-
ports showing a clinical and biological overlap between MIS-C and
macrophage activation syndrome (3) and suggest the importance of
IFN-y in the disease.

Here, we reported the expansion of a TCR VB21.3" T cell subset
with an activated phenotype in as many as 75% of patients with
MIS-C. VB21.3" T cell expansions were also reported in smaller
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numbers of patients with MIS-C in two recent studies (13, 31).
In both Porritt et al. (31) and our study, VB21.3" T cell expansions
appeared polyclonal as judged by the large number of TRBJ gene
segments associated with TRBV11.2 and by the even distribution of
the CDR3 domain. Our study further showed that VB21.3* CD4
and CD8 T cell expansions are a discriminating feature of patients
with MIS-C compared with patients with KD, TSS, and COVID-19.
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We observed a correlation between VB21.3" T cell expansions and
the level of serum cytokines IL-18 and IL-1RA from matching samples,
confirming a previous study (31) and indicating that VB21.3" T cell
expansions were associated with the cytokine storm. Our data also
showed that VB21.3" T cells have an activated phenotype, with high
HLA-DR and CD38 expression, and that activated V321.3" T cells
expressed high levels of CX3CR1, a marker of patrolling monocytes
and of cytotoxic lymphocytes. CX3CR1 binds to CX3CL1, a membrane-
bound chemokine induced on vascular endothelial cells upon inflam-
mation (12). The CX3CL1-CX3CRI axis is thought to have an important
role in vascular inflammation in different inflammatory diseases
(32) and could contribute to MIS-C pathogenesis. This interaction
could promote the cytotoxic action of different lymphocyte pop-
ulations, which fits with the reported elevated expression of cyto-
toxicity genes in NK and CD8” T cells in patients with MIS-C (13).

We demonstrated that both TSS and MIS-C were marked by the
polyclonal proliferation of a specific V subset, i.e., V27 cells for
TSS related to TSST1 and VB21.3" cells for MIS-C. The amplitude
of the expansion was also similar in both syndromes. Considering
the other clinical phenotype similarities between MIS-C and TSS
shown in this study, cytokine production and treatment, this raises
the hypothesis that VB21.3" cell expansions are caused by a super-
antigen structure in MIS-C. The term superantigen has been coined
by Kappler and Marrack as an operational definition of various
T cell-activating substances with specificity for T cell antigen re-
ceptors VP subunits regardless of the rearrangement and antigen
specificity (33). Superantigens bind external regions of TCR and
MHC molecules (34) and can induce massive expansions of T cells
expressing one specific TCR VB chain, whereas classical antigens
induce the expansion of T cells bearing different V. Previous
papers have suggested that the SARS-CoV-2 spike protein could
behave as a superantigen structure (35). Using in silico modeling,
Porritt ef al. identified a putative interaction between VB21.3 and a
superantigen-like motif in spike. However, VB21.3" T cell expan-
sions occur in a delayed manner relative to SARS-CoV-2 infection,
and the virus is often undetectable in patients with MIS-C at the
time of the acute inflammation. The kinetics of MIS-C relative to
COVID-19 is compatible with a causal role of anti-SARS-CoV-2
Abs. One can hypothesize that immune complexes composed of
SARS-CoV-2 bound to Abs may act as superantigen structures.
However, a previous study failed to detect these immune complexes
in patients with MIS-C (30). In addition, VB-restricted T cells
adhere to endothelial cells after superantigen activation (36), and,
thus, the CX3CR1" VB21.3-expanded T cells may play arole in vas-
cular injury in MIS-C. Alternative mechanisms may be put forward,
such as secondary autoimmune reactions. Several studies have in-
deed reported the appearance of autoantibodies in patients with
MIS-C, some of which directed against endothelial antigens (8, 11),
whereas others have reported immune events consistent with auto-
immunity, such as the expansion of proliferating plasmablasts (13)
or the persistence of functional SARS-CoV-2-specific monocyte-
activating Abs (37). How B cell-mediated autoimmunity would be
linked to VB-specific T cell expansions is, however, unclear. One
could speculate that immune complexes composed of autoantibodies
and endogenous antigens could behave as superantigens.

Last, given the rarity of MIS-C, there could be a genetic suscep-
tibility to this postinfectious disease, promoting hyperinflammato-
ry reaction of adaptive immunity in response to SARS-CoV-2 (16).
We limited our analysis to classical HLA alleles but did not find any
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significant association, although a previous study reported an HLA-I
bias in a smallest group of patients with MIS-C (31). Our MIS-C
samples were obtained in most of cases after anti-inflammatory
treatments (see table S3), and it is likely that those treatments affect
the level of serum cytokines, which could have affected the com-
parisons we made between clinical conditions and the associations
between cytokines and T cell expansions. Together, MIS-C shared
clinical and immunological anomalies with KD and TSS but was
specifically characterized by a polyclonal VB21.3 expansion in CD4
and CD8 T cells associated to activation and CX3CR1 expression.

MATERIALS AND METHODS
More information for all of these protocols can be found in the Sup-
plementary Materials.

Study design and human subjects

The immunological profiles of 36 MIS-C, 16 KD, 58 TSS, and
42 non-MIS-C COVID-19 cases were included (Fig. 1A). Samples
were collected within the first week of symptoms and analyzed for
cytokine immunoprofiling, standard immunophenotyping, Vp ex-
pression, TCR sequencing, and SARS-CoV-2-dependent T cell re-
sponse. Because of low-volume sampling of pediatric patients, we
did not have the same availability for research blood draws. The
samples used for each experiment are detailed in table S4. The main
clinical features are summarized in tables S1 to S3. Written in-
formed consent was obtained for all data collection and blood sam-
pling as detailed in the Supplementary Materials.

Immunological analyses

Cytokines and IFN score assessment

Plasma concentrations of IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-18, MCP-1,
IL-1RA, and sCD25 were measured by Simple Plex technology
using an enzyme-linked lectin assay instrument (ProteinSimple).
Plasma IFN-o concentrations were determined by single-molecule
array (Simoa) on an HD-1 analyzer (Quanterix) using a commercial
kit for IFN-02 quantification (Quanterix). RNA was extracted from
whole blood, and IFN score was obtained using nCounter analysis
technology (NanoString Technologies) by calculating the median of
the normalized count of six ISGs as previously described (38).

T cell VB repertoire analysis and immunophenotyping

PBMCs were stained with surface markers, CD3, CD4, CD8, CD14,
CD16, CD19, CCR7, CD38, VfB21.3, HLA-DR, CX3CRI1, and
CD45RA (further details on these stains are included in the Supple-
mental Materials). Cell apoptosis was assessed by annexin-V
staining. All samples were acquired on a BD LSRFortessa (BD
Biosciences) flow cytometer and analyzed using Flow]Jo version
10 software. Monocyte HLA-DR expression was determined on
EDTA-anticoagulated peripheral whole blood as previously de-
scribed (39). The phenotypic analysis of T cell VB repertoire was
performed on whole blood sample using the IOTest Beta Mark kit
(Beckman Coulter). Whole-blood cells were stained for CD3, CD4,
CD8, and each combination of three fluorescein isothiocyanate (FITC)-,
phycoerythrin (PE)-, and FITC/PE-conjugated anti-V monoclo-
nal Abs (mAbs) (Beckman Coulter) in eight sample tubes. Expan-
sions were defined, respectively, for values above the mean +2 SD or
below the minimum reference values of the corresponding fam-
ily. Additional samples were analyzed for TRBV from total RNA
with NanoString technology (Supplementary Materials).
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TCR sequencing and analysis

TCR «/p libraries were prepared from 300 ng of RNA from each
sample with the SMARTer Human TCR a/b Profiling Kit (Taka-
ra Bio) (40). The sequencing was carried out on a MiSeq Illumina
sequencer using the MiSeq v3 PE300 protocol at the Biomics Plat-
form (Institut Pasteur, Paris, France). Single-end sequences were
aligned and annotated using MiXCR 3.0.13 (41), providing a list of
clonotypes. Analyses were performed in R 4.0.3 on the TRB clono-
type lists obtained with MiXCR. For each clonotype, read count was
recorded. Frequencies for TRBV, TRBJ, and clonotypes were calcu-
lated on the basis of the total read counts per sample. Chord dia-
grams were made using the circlize package (42) on TRBVBJ]
frequencies, and CDR3 length spectratypes were made using gg-
plot2 (43) using clonotype frequencies. To identify TRBV11-2 ex-
panded clonotypes, the first (Q1) and third (Q3) quartiles and the
interquartile range (IQR) were computed for all patients without
TRBV11-2 expansion. Expanded clonotypes are defined as those
with counts superior to Q3 + (1.5*IQR).

Stimulation with SARS-CoV-2 overlapping peptide pools

and flow cytometry

PBMCs were stimulated with SARS-CoV-2 PepTivator pooled S, N,
and M peptides (Miltenyi Biotec) at a final concentration of 2 pg
ml™" for 1 hour in the presence of 2 pg ml™ of mAbs CD28 and
CD49d and then for an additional 5 hours with GolgiPlug and
GolgiStop (BD Biosciences). Similar surface markers were stained. Cells
were then washed, fixed with Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences),
and stained with V450-conjugated anti-IFN-y. All samples were
acquired on a BD LSRFortessa (BD Biosciences) flow cytometer and
analyzed using Flow]Jo version 10 software.

Serology

Serum samples were tested with three commercial assays: the Wantai
AD assay detecting total Abs against the receptor binding domain
(RBD) of the S protein, the bioMérieux VIDAS assay detecting
immunoglobulin G (IgG) to the RBD, and the Abbott ARCHITECH
assay detecting IgG to the N protein.

Statistical analyses

All tests were performed two sided with a nominal significance
threshold of P < 0.05. We used nonparametric tests appropriated to
the low number of observations in each of our experimental condi-
tions, i.e., the Wilcoxon or Kruskal-Wallis test depending on whether
we have two or more conditions to compare, respectively. Multiple
comparisons performed with the Dunn’s all-pairs comparison for
Kruskal-type ranked data were corrected by the false discovery rate
method of Benjamini-Hochberg (44). PCA was made in R with stats
package and visualized with ggplot2 (43) for Vp frequencies ob-
tained by flow cytometry. All statistical analyses were performed
using GraphPad with the help of a professional biostatistician.

SUPPLEMENTARY MATERIALS
immunology.sciencemag.org/cgi/content/full/6/59/eabh1516/DC1
Methods

Figs.S1to 57

Tables S1to 57

View/request a protocol for this paper from Bio-protocol.
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Abstract : EOMES and T-BET are related T-box transcription factors that control natural killer (NK) cell
development. Here we demonstrate that EOMES and T-BET regulate largely distinct gene sets during this
process. EOMES is dominantly expressed in immature NK cells and drives early lineage specification by
inducing hallmark receptors and functions. By contrast, T-BET is dominant in mature NK cells, where it
induces responsiveness to IL-12 and represses the cell cycle, likely through transcriptional repressors.
Regardless, many genes with distinct functions are co-regulated by the two transcription factors. By
generating two gene-modified mice facilitating chromatin immunoprecipitation of endogenous EOMES
and T-BET, we show a strong overlap in their DNA binding targets, as well as extensive epigenetic changes
during NK cell differentiation. Our data thus suggest that EOMES and T-BET may distinctly govern, via
differential expression and co-factors recruitment, NK cell maturation by inserting partially overlapping
epigenetic regulations.
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MW,; Crow, YJ; Campion, D; Dartigues, JF; Deleuze, JF; Lambert, JC; Redon, R; Allain-Launay, E; Bouayed,
K; Burtey, S; Despert, V; Fain, O; Fischbach, M; Hachulla, E; Hatchuel, Y; Kleinmann, JF; Kone-Paut, |;
Lemelle, I; Maurier, F; Meinzer, U; Melki, I; Piram, M; Sibilia, J; Weill, O; Al-Abadi, E; Armon, K; Bailey, K;
Brennan, M; Ciurtin, C; Gardner-Medwin, J; Haslam, K; Hawley, D; Leahy, A; Leone, V; Mewar, D; Moots,
R; Pilkington, C; Ramanan, A; Ratcliffe, A; Sridhar, A; Riley, P; Satyapal, R; Sen, E; Wilkinson, N; Wood, F.

Abstract : Background Systemic lupus erythematosus (SLE) is a rare immunological disorder and genetic
factors are considered important in its causation. Monogenic lupus has been associated with around 30
genotypes in humans and 60 in mice, while genome-wide association studies have identified more than
90 risk loci. We aimed to analyse the contribution of rare and predicted pathogenic gene variants in a
population of unselected cases of childhood-onset SLE. Methods For this genetic panel analysis we
designed a next-generation sequencing panel comprising 147 genes, including all known lupus-causing
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genes in humans, and potentially lupus-causing genes identified through GWAS and animal models. We
screened 117 probands fulfilling American College of Rheumatology (ACR) criteria for SLE, ascertained
through British and French cohorts of childhood-onset SLE, and compared these data with those of 791
ethnically matched controls from the 1000 Genomes Project and 574 controls from the FREX Consortium.
Findings After filtering, mendelian genotypes were confirmed in eight probands, involving variants in
C1QA, C1QC, C2, DNASE1L3, and IKZF1. Seven additional patients carried heterozygous variants in
complement or type | interferon-associated autosomal recessive genes, with decreased concentrations of
the encoded proteins C3 and C9 recorded in two patients. Rare variants that were predicted to be
damaging were significantly enriched in the childhood-onset SLE cohort compared with controls; 25% of
SLE probands versus 5% of controls were identified to harbour at least one rare, predicted damaging
variant (p=2-98x10-"). Inborn errors of immunity were estimated to account for 7% of cases of childhood-
onset SLE, with defects in innate immunity representing the main monogenic contribution. Interpretation
An accumulation of rare variants that are predicted to be damaging in SLE-associated genes might
contribute to disease expression and clinical heterogeneity.

The Lancet Rheumatology, Elsevier, 2020, 2 (2), pp.e99-e109.

Early-onset autoimmunity associated with SOCS1 haploinsufficiency

Hadjadj J, Castro CN, Tusseau M, Stolzenberg MC, Mazerolles F, Aladjidi N, Armstrong M, Ashrafian H,
Cutcutache |, Ebetsberger-Dachs G, Elliott KS, Durieu |, Fabien N, Fusaro M, Heeg M, Schmitt Y, Bras M,
Knight JC, Lega JC, Lesca G, Mathieu AL, MOREEWS M, Moreira B, Nosbaum A, Page M, Picard C, Ronan
Leahy T, Rouvet |, Ryan E, Sanlaville D, Schwarz K, Skelton A, Viallard JF, Viel S, Villard M, Callebaut I,
Picard C, Walzer T, EhI S, Fischer A, Neven B, Belot A, Rieux-Laucat F.

Abstract : Autoimmunity can occur when a checkpoint of self-tolerance fails. The study of familial
autoimmune diseases can reveal pathophysiological mechanisms involved in more common autoimmune
diseases. Here, by whole-exome/genome sequencing we identify heterozygous, autosomal-dominant,
germline loss-of-function mutations in the SOCS1 gene in ten patients from five unrelated families with
early onset autoimmune manifestations. The intracellular protein SOCS1 is known to downregulate
cytokine signaling by inhibiting the JAK-STAT pathway. Accordingly, patient-derived lymphocytes exhibit
increased STAT activation in vitro in response to interferon-y, IL-2 and IL-4 that is reverted by the
JAK1/JAK2 inhibitor ruxolitinib. This effect is associated with a series of in vitro and in vivo immune
abnormalities consistent with lymphocyte hyperactivity. Hence, SOCS1 haploinsufficiency causes a
dominantly inherited predisposition to early onset autoimmune diseases related to cytokine
hypersensitivity of immune cells.

Nat Commun. 2020 Oct 21;11(1):5341.
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DEF6 deficiency, a mendelian susceptibility to EBV infection, lymphoma, and autoimmunity

Fournier B, Tusseau M, Villard M, Malcus C, Chopin E, Martin E, Jorge Cordeiro D, Fabien N, Fusaro M,
Gauthier A, Garnier N, Goncalves D, Lounis S, Lenoir C, Mathieu AL, Moreews M, Perret M, Picard C,
Picard C, Poitevin F, Viel S, Bertrand Y, Walzer T, Belot A, Latour S.

J Allergy Clin Immunol. 2020 Jun 17:50091-6749(20)30833-2.

Monogenic lupus: Dissecting heterogeneity

Omarjee O, Picard C, Frachette C, Moreews M, Rieux-Laucat F, Soulas-Sprauel P, Viel S, Lega JC, Bader-
Meunier B, Walzer T, Mathieu AL, Cimaz R, Belot A.. Autoimmun Rev. 2019 Oct;18(10):102361.

Abstract : Systemic lupus erythematosus (SLE) is a severe lifelong multisystem autoimmune disease
characterized by the presence of autoantibodies targeting nuclear autoantigens, increased production of
type | interferon and B cell abnormalities. Clinical presentation of SLE is extremely heterogeneous and
different groups of disease are likely to exist. Recently, childhood-onset SLE (cSLE) cases have been linked
to single gene mutations, defining the concept of monogenic or Mendelian lupus. Genes associated with
Mendelian lupus can be grouped in at least three functional categories. First, complement deficiencies
represent the main cause of monogenic lupus and its components are involved in the clearance of dying
cells, a mechanism also called efferocytosis. Mutations in extracellular DNASE have been also identified
in cSLE patients and represent additional causes leading to defective clearance of nucleic acids and
apoptotic bodies. Second, the study of Aicardi-Goutiéres syndromes has introduced the concept of type-
| interferonopathies. Bona fide lupus syndromes have been associated to this genetic condition, driven by
defective nucleic acids metabolism or innate sensors overactivity. Interferon signalling anomalies can be
detected and monitored during therapies, such as Janus-kinase (JAK) inhibitors. Third, tolerance
breakdown can occur following genetic mutations in B and/or T cell expressing key immunoregulatory
molecules. Biallelic mutations in PRKCD are associated to lupus and lymphoproliferative diseases as PKC-
6 displays proapoptotic activity and is crucial to eliminate self-reactive transitional B cells. Here we review
the literature of the emerging field of Mendelian lupus and discuss the physiopathological learning from
these inborn errors of immunity. In addition, clinical and biological features are highlighted as well as
specific therapies that have been tested in these genetic contexts.
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