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Des déficiences génétiques comme modeéles naturels pour l'étude de la
régulation des checkpoints immunitaires et la caractérisation des réponses
auto-immunes

Résumeé :

Des mutations récessives de NBEAL2 ont été décrites chez des patients atteints du
syndrome des plaquettes grises (SPG). Ce syndrome se caractérise par une macro-
thrombopénie, avec des plaquettes dénuées de granules-alpha, conduisant a des
troubles de la coagulation, souvent associés a une splénomégalie. NBEAL2 a un réle
crucial dans le trafic des granules-alpha plaquettaires. En outre, notre laboratoire a
montré que les patients avec un déficit en NBEAL2 peuvent présenter des
caractéristiques cliniques semblables aux syndromes lymphoprolifératifs auto-immuns
; suggérant un réle de NBEAL2 dans I'homéostasie immunitaire et la tolérance. L'étude
d’une cohorte internationale plus large de patients SPG a permis de confirmer et de
décrire de nouvelles anomalies immunitaires chez ces patients SPG (maladies auto-
immunes, autoanticorps, lymphopénies). Si le r6le de NBEAL2 dans le trafic des
granules est souvent étudié, le mécanisme exact conduisant au développement des
manifestations auto-immunes reste inconnu. NBEAL2 appartient a une famille de
protéines, impliquées dans le trafic vésiculaire, qui possédent toutes un domaine
BEACH conservé. Dans cette famille, une des protéines la plus proches de NBEAL2 est
LRBA. LRBA est impliquée dans le recyclage de CTLA-4, qui joue un ré6le crucial dans
I'inhibition des réponses immunitaires et la tolérance. Des mutations récessives de
LRBA conduisent a des signes cliniques semblables aux déficiences partielles en CTLA-
4 : auto-immunité, infiltrations lymphocytaires et lymphopénie B progressive. En
condition physiologique, LRBA empéche la dégradation lysosomale de CTLA-4 et
permet son recyclage a la membrane plasmatique. Par analogie avec LRBA, nous avons
étudié limportance de NBEAL2 dans le trafic intracellulaire des checkpoints
immunitaires et nous avons apporté de nouvelles connaissances sur son réle dans les
lymphocytes. NBEAL2 est ainsi une protéine d’échafaudage, se liant a LRBA, et
impliquée dans le trafic de CTLA-4 ainsi que le trafic vésiculaire en général. Ces travaux
apportent de nouvelles connaissances sur la régulation de CTLA-4 dans les
lymphocytes T activés, une nouvelle liste de partenaires de la protéine NBEAL2 a été
identifié et un nouveau modeéle pour le trafic vésiculaire dans lequel est impliqué
NBEAL2 a été proposé. Enfin, ces travaux permettent une meilleure compréhension
des mécanismes conduisant a I'auto-immunité chez les patients atteints du syndrome
des plaquettes grises, et pourraient conduire a un diagnostic plus précoce et un
traitement adapté.

Mots clefs : Syndrome des plaquettes grises ; SPG ; CTLA-4 ; NBEAL2 ; LRBA ;
domaine BEACH ; protéine contenant un domaine BEACH ; trafic vésiculaire ;
recyclage ; dégradation lysosomale ; granule lytique ; interactome ; checkpoint
immunitaire ; auto-immunité
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Genetic deficiencies as natural models to study the immune-checkpoints
regulation and to better characterize the autoimmune response

Abstract:

Recessive NBEAL2 mutations have been reported in patients with Gray Platelet
Syndrome (GPS). This syndrome is characterized by a macro-thrombocytopenia, with
platelets lacking alpha-granules, leading to bleeding disorders, often associated with
splenomegaly. NBEAL2 plays a crucial role in the trafficking of alpha-granules in
platelets. Moreover, our lab has also described NBEAL2 deficiencies in patients
presenting clinical features of the autoimmune lymphoproliferative syndrome,
suggesting a role of NBEAL2 in immune homeostasis and tolerance. A broader
international cohort of GPS patients has been described, revealing immune system
abnormalities (autoimmune diseases, autoantibodies, lymphopenia). If the role of
NBEAL?2 in the traffic of granules is often investigated, the exact mechanism leading
to the development of autoimmune manifestations in GPS patients remains unknown.
NBEAL2 belongs to a protein family involved in vesicular trafficking, all of which
possess a conserved BEACH domain. Within this BEACH-domain containing proteins
family, one of the closest members to NBEAL2 is LRBA. LRBA is involved in the
recycling of CTLA-4, an inhibitory immune checkpoint. CTLA-4 plays a crucial role in
the regulation of immune responses and tolerance. Recessive mutations of LRBA lead
to similar clinical features as CTLA-4 deficiency: autoimmunity, lymphocytic
infiltrations, and progressive B lymphopenia. Physiologically, LRBA prevents the
lysosomal degradation of CTLA-4 and allows its recycling to the membrane. By analogy
with LRBA, we investigated the importance of NBEAL2 in immune checkpoints
intracellular trafficking and we brought new insights on its role in lymphocytes. Thus,
NBEAL?2 is a scaffold protein, binding LRBA, and involved in CTLA-4 trafficking as well
as in vesicular trafficking in general. This work brings new knowledge to the regulation
of CTLA-4 in activated T lymphocytes, a list of new partners for NBEAL2 protein and a
new model of vesicular trafficking in which NBEAL2 is involved. Finally, a better
understanding of the mechanisms leading to autoimmunity in patients with gray
platelets syndrome could lead to better diagnosis and treatment management.

Keywords: Gray platelet syndrome; GPS; CTLA-4; NBEAL2; LRBA; BEACH domain;
BEACH-domain containing protein; vesicular traffic; recycling; lysosomal
degradation; lytic granule; interactome; immune checkpoint; autoimmunity
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Liste des principales abréviations

AA Acide aminé
ACAD Mort autonome des cellules activées [Activated cell autonomous death]
ACP Analyse en composante principale
AD Autosomal dominant
ADN Acide désoxyribonucléique
AHAI Anémie hémolytique auto-immune [Autoimmune hemolytic anemia]
AICD Mort cellulaire post-activation [Activation-induced cell death]
AIRE Auto-immune regulator
ALPS Syndrome lymphoprolifératif auto-immun [Autoimmune lymphoproliferative syndrome]
AOS Syndrome d’ Adams-Oliver
AP-1 Adaptin protein complex 1
APC Cellule présentatrice d’antigene [Antigen presenting cell]
APECED Polyendocrinopathie auto-immune de type 1
[Autoimmune polyendocrinopathy candidiasis and ectodermal dystrophy]
AS Spondylarthrite ankylosante [Ankylosing spondylitis]
AR Autosomal récessif
ARM Armadillo-like domain
ARN Acide ribonucléique
AVC Accident vasculaire cérébral
BCL-2 B cell lymphoma-2
BCR Récepteur des cellules B [B cell Receptor]
BDCP Protéine contenant le domaine BEACH [BEACH domain containing protein]
BEACH Beige et Chediak-Higashi
BTLA B and T lymphocyte attenuator
CADD Combined Annotation-Dependant Depletion
CAMRQ Cerebellar ataxia, mental retardation and disequilibrium syndrome
CAR Récepteurs chimériques d’antigéne [chimeric antigen receptors]
CCDC88B Coiled-Coil Domain Containing 88B
cDC Cellule dendritique classique [classical dendritic cell]
cDNA ADN complémentaire [complementary DNA]
CHAI CTLA-4 haploinsufficiency with autoimmune infiltration
CHS Syndrome de Chediak-Higashi [Chediak-Higashi Syndrome]
CMH Complexe majeur d’histocompatibilité
CMV CytoMégaloVirus
ConA Concanavalin A
CP Composante principale
CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Antigen 4
CyTOF Cytométrie par temps de vol [Cytometry by Time Of Flight]
DC Cellule dendritique [dendritique cell]
DEG geéne différenticllement exprimé [differentially expressed genes]
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DICS
DICV
DISC
DMSO
DOCK
DSP
DTT

EAE
EBV
EDTA
EFS
EV

FADD
FAN
FASL
FBS
FDA
FGN
FoxP3

Gal9
GAPDH
GEF
GITR
GOF
GPS

HEK
HLA
HLH
HPV
HRP
HSC
HVEM

IBD
ICOS
ICOSL
DO
IF

IFN

Ig

IL

P

Déficit immunitaire combiné sévere

Déficit immunitaire commun variable

Complexe de signalisation induisant la mort [Death inducing signaling complex]
Diméthyl Sulfoxide

Dedicator Of Cytokinesis

dithiobis(succinimidyl propionate)

dithiothréitol

Encéphalomyélite auto-immune expérimentale
Virus d'Epstein-Barr
Ethylénediaminetétraacétique

Etablissement Francais du Sang

Vésicule extracellulaire [extracellular vesicle]

Fas-Associated protein with Death Domain
Factor associated with N-Smase activation
Ligand de FAS

Serum de veau fétal [Fetal Bovine serum]|
Food and Drug Administration
Fibrinogéne

Forkhead box P3

Galectine-9

glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase

Guanine Exchange Factor

Glucocorticoid-induced TNF Receptor-related protein
Gain de fonction [Gain of function]

Syndrome des plaquettes grises [Gray Platelet Syndrome]

Cellule rénale embryonnaire humaine [Human embryonic kidney cell]
Human leukocyte antigen

Lymphohistiocytose hémophagocytaire

Papillomavirus humain

Horse Radish Peroxidase

cellule souche hématopoiétique [hematopoietic stem cell]
Herpesvirus entry mediator

Maladie inflammatoire de l'intestin [inflammatory bowel disease]
Inducible T-cell co-stimulator

ICOS ligand

Indoleamine 2, 3-dioxygenase

Immunofluorescence

Interféron

Immunoglobuline

Interleukine

Immuno-précipitation
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iPSC
IPEX
ITAM
ITIM
ITSM

KO

LAG3
LC-MS

LIGHT
LMMIJ
LOF
LRBA
LYST

MAIT
MET
moDC
MOMP
MS
MVB

NADPH
NBEAL2
NHEJ
NK

NSD
NSMAF
NT

OCS
OMIM
0X40

PBC
PBMC
PBS

PCR
PD-1
pDC
Pen/Strep
PD-L1
PFA

PH

Cellule souche pluripotente induite

Immunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked
immunoreceptor tyrosine-based activation motif

immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif

immunoreceptor tyrosine-based switch motif

Knock-out

Lymphocyte activation gene 3

chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse
[liquid chromatography — mass spectrometry |

Tumor necrosis factor ligand superfamily member 14

Leucémie myélomonocytaire juvénile

Perte de fonction [loss of function]

LPS-responsive beige-like anchor protein

Lysosomal trafficking regulator

Mucosal-Associated Invariant T cells
Microscopie électronique en transmission
cellule dendritique dérivée de monocyte
Membrane externe mitochondriale

Sclérose en plaque [multiple sclerosis]
corps multivésiculaire [multivesicular body]

Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

Neurobeachin like 2

junction d’extrémités non homologues [Non-Homologous End-Joining]
Natural killer cell

N-Smase activating Domain

Neutral sphingomyelinase activation-associated factor

Nucleotide

Systéme canaliculaire ouvert [open canalicular system]
Online Mendelian Inheritance in Man

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 4

Cholangite biliaire primitive [primary biliary cholangitis]

Cellules mononucléées du sang périphérique [Peripheral blood mononuclear cells]
Phosphate buffered saline

Polymerase Chain Reaction

Programmed cell death protein 1

Cellule dendritique plasmacytoide

Penicillin/Streptomycin

Programmed death-ligand 1

Para-formaldhédyde

Pleckstrin-homology
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PHA
PMA
PMV
PP2A
PTI
PVDF
PVR

RAB
RALD

RNP
RTK

SAVI

SDS
SEE
SIFT
SLE
Smu
SNP
STING
SVF
SS

TID
TA
TBS
TBST
TCR
TFH
TGF
THD
TIGIT
TIM3
TLR

TNFRSF
TOD2
TPM
TPO
TReg
TRIS

Phytohemaglutinine

Phorbol myristate acetate

Microvésicule plaquettaire [platelet microvesicle]
Protéine phosphatase 2A

Purpura thrombopénique idiopathique ou immunologique
polyfluorure de vinylidéne

Récepteur du poliovirus

Arthrite thumatoide

Ras related protein

RAS-associated autoimmune leukoproliferative disorder
Réticulum endoplasmique

complexe ribonucléoprotéique

Récepteur a activité tyrosine kinase

Vasculopathie de I'enfant associée a STING
[STING associated vasculopathy with onset in infancy]

sodium dodecyl sulfate

Staphylococcal enterotoxin type E

Sorting Intolerant From Tolerant

Lupus érythémateux disséminé [systemic lupus erythematosus]
Mutation somatique

Polymorphisme nucléotidique [single nucleotide polymorphism]
Stimulator of Interferon Genes

Sérum de veau feetal

Syndrome de Sjogren

Diabéte de type 1

Température ambiante

TRIS buffered saline

TRIS buffered saline with Tween

Récepteur des cellules T [T cell receptor]

T follicular helper cell

Facteur de croissance transformant [ Transforming Growth Factor]
Domaine d’homologie au TNF [TNF homology domain]
T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains
T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing 3
Récepteur Toll-like [Toll-like receptor]

Tumor necrosis factor

Tumor necrosis factor receptor superfamily

Tryptophan 2,3-dioxygenase

Transcripts par million

Thrombopoiétine

Cellule T régulatrice

tris(hydroxymethyl)aminomethane
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TSP1

UMAP
UMI

VISTA
VWF

WAS
WB
WDFY
WDR
WES
WT

XLR

Thrombospondine 1

Uniform Manifold Approximation and Projection
Unique Molecular Identifiers

V domain-containing Ig suppressor of T-cell activation
Facteur de Von Willebrand

Syndrome de Wiskott-Aldrich

Western Blot

WD repeat and FY VE domain-containing
WD repeat-containing protein

Whole exome sequencing

Wild type

Récessiflie a I’X
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Introduction

Au laboratoire d’immunogénétique des maladies auto-immunes pédiatriques de 1’Institut
Imagine, nous nous intéressons aux causes génétiques et aux mécanismes des déficits
immunitaires. Nous nous concentrons notamment sur des maladies auto-immunes qui
apparaissent lorsque le systéme immunitaire s’attaque aux cellules saines de 1’organisme. Les
maladies auto-immunes affectent 3 4 5% de la population mondiale . Le déclenchement des
symptomes peut étre causé par plusieurs facteurs, parmi lesquels : des mutations génétiques,
une régulation épigénétique ou des facteurs environnementaux 2. Nous nous intéresserons ici
a des défauts génétiques causant des déficits immunitaires primaires. Afin de comprendre
I’impact de ces mutations sur le systétme immunitaire, nous commencerons par une bréve

description du mécanisme de tolérance au soi.
1.Immunité adaptative et tolérance au soi

Le systeme immunitaire se divise schématiquement en deux types d’immunité : I’immunité
innée et 'immunité adaptative. L’immunité innée constitue la premiére ligne de défenses de
I’organisme contre des pathogénes. Cette réponse immunitaire est immédiate et peu spécifique

du type d’agents pathogenes.

Si un agent pathogene n’est pas éliminé par le systéme immunitaire inné, alors les mécanismes
plus élaborés de I’immunité adaptative se mettent en place, notamment grace aux lymphocytes
B et T. Dans ce travail de thése, nous nous intéresserons particulierement aux cellules T. Mais
il est important de souligner que les lymphocytes B, a travers la production d’anticorps, jouent
un role important et sont également impliqués dans la physiopathologie des maladies auto

immunes.
1.1. Immunité humorale

L’immunité humorale permet d’éliminer des pathogenes extracellulaire grace a leur
neutralisation par les anticorps (ou immunoglobulines), sécrétés par les cellules B (alors
appelées plasmocytes). L activation des cellules B naives et leur différenciation en plasmocytes

constituent des étapes clés de cette branche de I’immunité adaptative °.

Laure DELAGE Theése de doctorat 19



Les cellules B naives possédent des récepteurs BCR (B cell receptor), ou immunoglobulines
membranaires, leur permettant de reconnaitre des agents pathogenes extracellulaires. Les
cellules B sont alors capables de s’activer, de proliférer par expansion clonale et de se
différencier en plasmocytes sécrétant des anticorps. Suivant la nature de 1’antigéne détecté,
antigéne protéique ou antigéne polysaccharidique, deux réponses a anticorps se mettent en

place : celle dépendante de cellules T auxiliaires ou celle indépendante des cellules T.

Lorsque la cellule B est activée par un antigene polysaccharidique, elle est capable de se
différencier en plasmocytes possédant une faible durée de vie et sécrétant des anticorps IgM de

faible affinité (Figure 1, panel bas).

Lors d’une réponse humorale a un antigéne peptidique, la cellule B activée ingere et appréte
I’antigéne, ce qui lui permet de le présenter a des lymphocytes T auxiliaires également
spécifiques de cet antigene. Des signaux de co-stimulation activent alors la cellule B et
entrainent sa prolifération, le processus d’hypermutation somatique des régions variables et une
commutation isotypique, lui permettant de sécréter différentes sous classes

d’immunoglobulines : IgG (1 a 4), IgA ou IgE % 3 (Figure 1, panel haut 3).

T-dépendante

Antigéne Cellule T Commytation isotypique,
protéique ¢ | auxiliaire anticorps de haute
v affinité ; plasmocytes
\ a longue durée de vie

7 \| ).{'IgG
Cellules B M IgE
fo(IaIicuu?asi res )lg

T-indédépendante

Antigéne
IgM olysacchandl@

IgM surtout ; anticorps de
faible affinité ; plasmocytes
a bréve durée de vie

\%t&g

Figure 1: Réponses humorales T-dépendante ou T-indépendante 3.

Cellules B-1,
cellules B de

la zone marginale Autres signaux
(par ex. protéines

du complément)

En réponse a un antigéne protéique, la production d’anticorps sera initiée grace a l'aide de lymphocytes T auxiliaires
(panel haut). Les anticorps produits seront soumis a une commutation isotypique et seront de fortes affinités. Les
plasmocytes les sécrétant auront une longue durée de vie. En réponse a un antigéne non protéique, les lymphocytes B
peuvent s‘activer sans l'aide des cellules T auxiliaires. Des anticorps IgM de faible affinité seront produits par des
plasmocytes a bréve durée de vie 3.
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L’isotype de I’anticorps dépendra de la nature du pathogéne extracellulaire (IgG : neutralisation
des microbes et des toxines ; IgE : immunité contre les helminthes ; IgA : immunité des

muqueuses) et permet une réponse immunitaire efficace °.

Dans le centre germinatif, 1’action des T auxiliaires permet également d’affiner la réponse
humorale en sélectionnant les clones de lymphocytes B qui, suite aux mutations somatiques,
présentent des immunoglobulines avec une forte affinité pour 1’antigéne. Ces lymphocytes B
de haute affinité se différencieront en plasmocytes a longue durée de vie ou en cellules B
mémoires. Les cellules B mémoires assurent une réponse rapide a un pathogeéne déja rencontré

par I’organisme .
1.2. Immunité cellulaire

Les cellules T participent a I'immunité cellulaire en défendant 1’organisme contre des
pathogenes intracellulaires. Les cellules présentatrices d’antigénes (APC) présentent aux
cellules T naives, les peptides antigéniques sur les molécules du CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité) ainsi que des molécules de co-stimulation. L’activation du lymphocyte T
n’a lieu que si le peptide antigénique présenté par la molécule de CMH est reconnu par le
récepteur TCR (T-cell receptor) et si les ligands de co-stimulation se lient a leurs récepteurs. Il
faut donc un double signal afin que la réponse immunitaire s’enclenche. Parmi les molécules
de co-stimulation les plus étudiées, B7-1 (CD80)/ B7-2 (CD86) se lient au récepteur CD28,
permettant I’activation des lymphocytes T (Figure 2 *). D’autres couples ligand/récepteur
peuvent entrer en jeu et permettent la transduction d’un signal de co-stimulation ou d’inhibition

de la réponse immune 3. Leurs roles sont détaillés au chapitre 2.

Activation des APC par les
microbes, réponse immunitaire innée

| Lymphocytes T
8] |L-
o *",‘i effecteurs et mémoire

RS | i

Prolifération et différenciation
des lymphocytes T

¥, B7 cpes

APC activée :
augmentation
de l'expression =
des molécules
de costimulation,
sécrétion

de cytokines

Figure 2: Exemple de co-stimulation via CD28 et activation des lymphocytes T 3

Les APC activées augmentent 'expression de molécules de co-stimulation (comme CD28), ce qui permet I’activation des
lymphocytes T aprés reconnaissance du peptide antigénique présenté par la molécule de CMH. Les lymphocytes T
subissent ensuite une expansion clonale, stimulée par I'IL-2 et les cytokines des APC. IIs proliferent et se différencient
en lymphocytes T effecteurs et mémoires.
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Apres reconnaissance de ces peptides, les lymphocytes T naifs subissent une expansion clonale
induite par la présence de cytokines sécrétées par les APC ou par les lymphocytes T eux-mémes
(comme D’interleukine-2). Les cellules T proliférent et se différencient en lymphocytes T
effecteurs. Ces lymphocytes rejoignent alors les sites infectieux via la circulation sanguine
conduisant a I’élimination des antigénes pathogeénes. La derniére phase de la réponse
immunitaire adaptative est le retour a 1’homéostasie grace a I’apoptose, mort cellulaire

programmée permettant 1’autodestruction des cellules T clonales, et la survie de certaines

cellules T mémoires .
1.3. Présentation antigénique et variabilité du TCR

La présentation des antigénes aux cellules T se fait via les molécules du CMH. Chaque
lymphocytes T est capable de reconnaitre de nombreux peptides antigéniques présentés par une
molécule du CMH, mais seuls les plus affins induiront une activation 8, °. Les molécules du
CMH de type I (CMH-I) et de type II (CMH-II) peuvent présenter des peptides issus de

protéines du soi ou des protéines du non-soi .

Les cellules T se lient aux molécules du CMH par leur récepteur TCR. Afin d’assurer la
reconnaissance des multiples peptides antigéniques, le systéme immunitaire assure la
production de lymphocytes T avec une large variété de TCR. Cette variabilité est assurée par le

systéme de recombinaison VDJ des chaines a et § qui constituent le TCR.

Les recombinaisons aléatoires des récepteurs TCR des cellules T permet la génération d’un
large répertoire de récepteurs (environ 10'?), ce qui permet au systéme immunitaire de
reconnaitre tous les antigénes microbiens. Cette grande capacité combinatoire fait la force de
notre systéeme immunitaire adaptatif. Cependant des récepteurs capables de reconnaitre des
antigénes du soi sont nécessairement produits lors de ce processus. Il existe donc plusieurs
mécanismes afin d’empécher que ces cellules auto-réactives proliferent, permettant d’assurer

la tolérance au soi’.

Pour les cellules B, il existe de la méme maniére un systéme de recombinaison aléatoire VDJ

qui permet d’obtenir des BCR avec une grande diversité.
1.4. Tolérance centrale

Les lymphocytes T sont sélectionnés au cours de leur maturation dans les organes lymphoides

primaires (thymus), afin de ne conserver que ceux présentant une spécificité utile (Figure 3 3).
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Les lymphocytes T exprimant un récepteur reconnaissant un peptide présenté par le CMH-I
vont se différencier en T-CD8+ alors que ceux reconnaissant un peptide présenté par le CMH-
II se différencieront en T-CD4+ (sélection positive). Ainsi les cellules pro-T n’exprimant pas
de récepteurs fonctionnels meurent par apoptose (mort par négligence). Les cellules T

immatures reconnaissant fortement des peptides des protéines du soi seront éliminées par

sélection négative.

Faible reconnaissance du
complexe CMH de classe Il

+ peptide
APC
Thymooyte Sélection
&y ! > positive
Lymphocyte T
CD4* T mat
Faible reconnaissance du mature
complexe CMH de classe |
+ peptide
Pré-TCR Sélection
/ /" = > positive
Lymphocyte T
— — — CD8* T mature
Pas de reconnaissance du
Cellule Lymphocyte Lymphocyte comglexle CM"I'| de cla:ze !
souche  pro-Tdouble  pré-T ouce classe ” + peptde -
négatif Lymphocyte T ° . Ecr'rec de la
(CD4°CD8")  immature double —_ sélection
positif (CD4*CD8") positive
® (mort par
Apoptose | négligence)

Forte reconnaissance du
complexe CMH de classe |
ou de classe Il + peptide

Sélection

’ négative

®
Apoptose

Figure 3: Maturation et sélection des lymphocytes T restreints par le CMH 3

Les lymphocytes T suivent plusieurs étapes de maturation dans le thymus dont une des dernieres étapes permet aux
lymphocytes T immatures double positifs (CD4+ CD8+) d’exprimer le TCR complet. Une sélection s’opére ensuite,
permettant de garder les lymphocytes T reconnaissant le CMH de classe II, qui deviendront des lymphocytes T CD4+ ;
ainsi que les lymphocytes T reconnaissant le CMH de classe I, qui deviendront des lymphocytes T CD8+. Les lymphocytes
T immatures incapables d’exprimer un TCR fonctionnel mourront par apoptose (mort par négligence). Les lymphocytes

T reconnaissant fortement les complexes CMH, mourront également par apoptose (sélection négative, permettant la
tolérance centrale). 3

Une partie des cellules CD4+ immatures auto-réactives deviennent des lymphocytes T
régulateurs (TReg) et migrent vers les tissus. Malgré cette sélection négative, des cellules T

auto-réactives peuvent arriver a maturation et migrer vers les tissus, c’est alors que les

mécanismes de tolérance périphérique entrent en jeu >.
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De la méme maniére, les lymphocytes B immatures sont sélectionnés dans la moelle osseuse
afin d’empécher les clones reconnaissant des antigénes du soi de proliférer (apoptose ou

anergie) 6.
1.5. Tolérance périphérique

L’activation d’un lymphocyte T nécessite la reconnaissance de 1’antigéne et d’'une molécule de
co-stimulation. Lorsque cette derniére est absente, les cellules T deviennent anergiques
(absence de réponse fonctionnelle) ou rentrent en apoptose. En effet, la reconnaissance du
peptide antigénique par le TCR ne suffit pas a déclencher I’activation de cellules T naives. Ce
mécanisme de co-stimulation assure donc la tolérance en empéchant des lymphocytes T auto-
réactifs de proliférer, car les molécules de co-stimulation ne sont exprimées sur les APC qu’en

réponse aux agents pathogenes.

Enfin le dernier mécanisme de la tolérance au soi est régi par les lymphocytes T régulateurs
(TReg). Les TReg peuvent inhiber ’activation des lymphocytes T par plusieurs mécanismes.
Ils peuvent produire des cytokines (IL-10, TGF-B) qui inhiberont 1’activation des cellules T et

des cellules dendritiques '°

. Les TReg expriment également fortement le récepteur a
I’interleukine-2 (CD25). Cette cytokine est un facteur de croissance essentielle pour la
prolifération des lymphocytes T. Les TReg peuvent accaparer I’interleukine-2 (IL-2) grace a la

forte expression de CD25, et ainsi en dépriver les cellules T en prolifération '!.

De plus, les TReg expriment de fagon constitutive le facteur de transcription FoxP3 (Forkhead
box P3) et un récepteur inhibiteur CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4) 2.
CTLA-4 est un checkpoint immunitaire (point de contrdéle immunologique) inhibiteur qui
rentrent en compétition avec CD28 (activateur) en se liant aux récepteurs CD80/CD86 3. CTLA-
4 est capable de bloquer ou d’épuiser ses ligands CD80/CD86 par transendocytose, ce qui réduit
leurs expressions a la surface des APC % 13, Les APC sont alors incapables de co-stimuler et
d’activer les lymphocytes T via CD28 2. Le role de CTLA-4, ainsi que sa biologie, et d’autres

checkpoints immunitaires seront décrits plus en détails au chapitre 3.

De fagon similaire, les lymphocytes B matures auto-réactifs reconnaissant un antigéne du soi
sans coopération avec un lymphocyte T auxiliaire seront inactivés (par anergie, édition du
récepteur ou engagement de récepteurs inhibiteurs) ou détruits par apoptose 6. Si des
lymphocytes B auto-réactifs subsistent, ils pourront produire des autoanticorps ciblant des

tissus sains, ce qui pourrait participer au développement de manifestations auto-immunes.
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1.6. Apoptose

L’apoptose est un mécanisme critique pour le maintien de la tolérance au soi. Il existe
différentes voies de signalisation permettant d’induire I’apoptose. Elles sont résumées dans la

Figure 4 '

. On distingue la voie intrinséque qui est principalement régulée par les
mitochondries, de la voie extrinseque déclenchée par les récepteurs de mort exprimés a la

surface des cellules.

La voie intrinséque implique 1’activité¢ de protéines pro-apoptotiques de la famille BCL-2
(comme BIM, BAX, BAK), situé¢es a la membrane des mitochondries, elles favorisent leur
perméabilité, I’activation du cytochrome c, la formation de I’apoptosome et I’activation des

caspases !4 1516,

La phosphorylation des protéines pro-apoptotiques de la famille BCL-2, notamment par la voie
des récepteurs tyrosine kinases (RTK) permet leur inhibition et la régulation négative de la voie
intrinséque ',

La voie extrinséque est déclenchée par la liaison des récepteurs de morts cellulaires, comme
FAS, a leurs ligands. Via le recrutement de la molécule adaptatrice FADD, une cascade

d’activation de cystéine-protéases (les caspases) est déclenchée et entraine la mort cellulaire '

15, 16

Les cellules immunitaires cytotoxiques peuvent également induire 1’apoptose en relarguant des
granzymes et de la perforine vers la cellule cible. La perforine permet aux granzymes (sérines
protéases) de rentrer dans la cellule par des pores membranaires et ainsi déclencher I’apoptose

de la cellule cible 4 1516,

Enfin d’autres facteurs extracellulaires (pH, hypoxie...) ou intracellulaires (stress du réticulum
endoplasmique, dommages de I’ADN...) peuvent activer la transcription de genes pro-

apoptotiques .
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Figure 4: Voies de signalisation de I'apoptose 14

La voie intrinséque de l'apoptose implique I'activité de protéines pro-apoptotiques de la famille BCL-2 situées dans la
membrane externe mitochondriale, favorisant la perméabilité de la membrane externe mitochondriale (MOMP), la
libération du cytochrome c, I'activation des caspases et |'apoptose.

La voie de l'apoptose extrinseque est activée lorsque les ligands activent les récepteurs de la mort, recrutant FADD et
la caspase 8 et/ou la caspase 10 pour former le complexe de signalisation induisant la mort (DISC). L'activation de la
caspase 8 ou 10 au niveau du DISC entraine l'activation des caspases effectrices et 'apoptose.

Les voies en aval des récepteurs tyrosine kinases (RTK) favorisent la prolifération cellulaire et régulent négativement la
voie intrinseque, en partie par la phosphorylation des protéines BCL-2. Les récepteurs TNFR et TRAIL peuvent activer
NF-kB, qui active la transcription des génes anti-apoptotiques dans le noyau, atténuant ainsi la mort cellulaire et
favorisant la survie.

Les cellules immunitaires produisent des granzymes, qui sont des protéases a sérine qui induisent I'apoptose dans les
cellules cibles, et la perforine, qui forme des pores dans les cellules cibles pour médier la mort cellulaire induite par les
granzymes.

Enfin, les voies de réponse aux dommages de I'ADN et de réponse au stress cellulaire activent finalement des génes
pro-apoptotiques qui induisent la mort cellulaire, en plus de TP53.

RE, réticulum endoplasmique ; TK, tyrosine kinase.

1.7. Perte de tolérance et maladies monogéniques associées

Les maladies auto-immunes se développent a la suite d’une rupture de tolérance, centrale ou
périphérique. Des lymphocytes T auto-réactifs ou des lymphocytes B reconnaissant des
antigénes du soi et pouvant sécrétés des auto-anticorps ne sont plus controlés. Si I’apparition

de manifestations auto-immunes est multifactorielle, certains défauts monogéniques sont
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responsables d’une perte de tolérance et de déficits immunitaires avec auto-immunité. Les

principaux déficits sont décrits dans le Tableau 1 3.

Tableau 1: Exemples de génes causant des manifestations auto-immunes par rupture des mécanismes de tolérance 3.

Geénes Mode de Maladie Mécanisme conduisant a I’auto-immunité Type de tolérance
mutés transmission impactée
AIRE AD, AR APECED Sélection négative des T auto-réactif défectueuse par Centrale
absence d’expression des autoantigenes dans le
thymus, dont I’expression est régulée par le géne A/RE
CTLA-4 | AD CHAI TReg déficients, perte d’homéostasie par manque Périphérique
d’expression du checkpoint inhibiteur CTLA-4
CD25 AR IPEX-like | TReg déficients Périphérique
FoxP3 XLR IPEX TReg déficients Périphérique
FAS AD ouSmu | ALPS Apoptose défectueuse Périphérique
FASL AD ALPS-like | Apoptose défectueuse Périphérique

AD : autosomal Dominant / AR : Autosomal récessif / XLR : récessif lié a I’X / Smu : mutation somatique / CHAI :
CTLA-4 haploinsufficiency with autoimmune infiltration / APECED : Polyendocrinopathie auto-immune / IPEX :
Polyendocrinopathies et entéropathies liées a I’X / ALPS : syndrome lymphoprolifératif auto-immun

Dans la suite des paragraphes, nous détaillerons les différentes maladies présentes dans le

tableau.

APECED (Polyendocrinopathie auto-immune)
Ce syndrome est causé par des mutations du géne AIRE (Autoimmune Regulator) !7.

AIRE est un facteur de transcription exprimé par les cellules épithéliales médullaires thymiques
et pilote 1'expression de nombreux antigénes spécifiques des tissus périphériques. L'expression
thymique de ces auto-antigénes permet une sélection négative des lymphocytes auto-réactifs

ayant une affinité élevée pour ces auto-antigénes '8,

Ainsi, les patients porteurs de mutations du gene AIRE présentent une tolérance centrale
défectueuse et développent une polyendocrinopathie auto-immune. Ce syndrome se manifeste
par une candidose cutanéo-muqueuse, et la destruction auto-immune d’un nombre variable
d’organes endocriniens. Le diagnostic est posé si deux des symptomes suivants sont trouvés :
candidose, hypoparathyroidie et insuffisance corticosurrénale. Les patients peuvent également
développer une hépatite auto-immune, une malabsorption intestinale, une alopécie ou un

vitiligo 17 1°.
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IPEX (Polyendocrinopathies et entéropathies liées a 1’X)

FoxP3 (Forkhead box P3) est un facteur de transcription fortement exprimé par les TReg,
essentiel a leur fonctionnement et donc au maintien de la tolérance périphérique. Le géne FoxP3
se situe sur le chromosome X. Les polyendocrinopathies et entéropathies liées a I’X (IPEX)

sont associées a une transmission récessive par mutation hémizygotes délétéres de FoxP3 20 2!,

L'TPEX est un trouble immunologique caractérisé par l'apparition dans la petite enfance d'une
diarrhée sévere due a une entéropathie, un diabéte de type 1 et une dermatite. D'autres
symptomes peuvent également inclure une hypothyroidie, une anémie hémolytique auto-
immune, une thrombocytopénie, une lymphadénopathie, une hépatite et une néphrite. Ce
syndrome peut étre fatal avant I'dge de 2 ans s'il n'est pas traité de maniere agressive. Les options
thérapeutiques a long terme comprennent I'immunosuppression et la greffe de cellules souches
hématopoiétiques 22.

Un syndrome similaire est causé par des mutations récessives de CD25. Ce récepteur de
I’interleukine-2 permet de transmettre les signaux d’activation et de prolifération aux
lymphocytes T. Ce récepteur est constitutivement exprimé par les TReg. Il sera également
progressivement exprimé par les cellules T apres activation. L’expression de CD25 est clé dans

le maintien de la tolérance au soi 2.

ALPS-FAS (Syndrome lymphoprolifératif autoimmun li¢ 4 FAS)

FAS (CD95) est un récepteur de mort cellulaire permettant de déclencher une voie apoptotique
par liaison a son ligand FASL. En cas de déficience en FAS, les patients présentent un défaut
d’apoptose des lymphocytes en périphérie, d’ou la présence d’organes lymphoides secondaires
hypertrophiés 2.

Au niveau clinique, les patients présentent des splénomégalies, des hépatomégalies, des

adénopathies, des lymphocytoses, des hypergammaglobulinémies et des cytopénies °.

Au niveau biologique, les patients présentent des taux plasmatiques de vitamine B12, IL-10 et
FASL élevés, ainsi qu’un exceés de lymphocytes T double négatifs (cellules définies par les

marqueurs TCRab+ CD4- CD8-, CD45RA+, CD57+) .

Des mutations d’autres acteurs des voies d’apoptose (FASL, FADD, caspase 8...) peuvent

aboutir a une apoptose défectueuse et des syndromes semblables a I’ ALPS-FAS 26 27 28,
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2.Ro0le des checkpoints dans la réponse

immunitaire

Les checkpoints immunitaires sont un ensemble de récepteurs ayant une influence sur la
réponse immunitaire. Ces récepteurs sont des molécules de co-stimulation (checkpoints
activateurs) ou de co-inhibition (checkpoints inhibiteurs). Elles sont essentielles soit pour

déclencher une réponse cellulaire soit pour assurer le maintien de la tolérance au soi.
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Figure 5: Apergu non exhaustif des différents checkpoints immunitaires et de leurs ligands ~~.

L’effet activateur ou inhibiteur des différents checkpoints sur le lymphocyte T sont précisés par les fléches (-)
rouges (inhibiteur) ou (+) vertes (activateur).
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Comme les ligands CD86/CDS80 et leurs récepteurs CD28/CTLA-4, ces protéines permettent
de transduire les seconds signaux nécessaires au développement ou a ’arrét de la réponse
immunitaire 3.

Il existe un grand nombre de checkpoints immunitaires et leur liste n’est pas connue de facon
exhaustive. La Figure 5 illustre la complexité et la diversité de ces récepteurs, ainsi que le signal
envoyé (co-stimulation ou inhibition) quand ces récepteurs se lient a leurs ligands %°.
L’ensemble des checkpoints n’y est pas représenté, une liste plus exhaustive peut étre consultée

dans le « SnapShot: APC/T Cell Immune Checkpoints » de Shrager et Kiel °,

Les checkpoints peuvent étre regroupés en familles selon leurs structures protéiques. On
distingue notamment deux grandes familles : la superfamille des immunoglobulines et la

superfamille des récepteurs TNF.

2.1. La superfamille des immunoglobulines

Cette famille comprend les récepteurs de la famille
B7/CD28 représentée en orange dans la Figure 5, mais

¢galement les récepteurs tels que TIGIT, TIM3 et LAG3

MQIPQAPWPVVWAVLQLGWRPGWFLDSPDRP
WNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFVL
NWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFR
VTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISL
APKAQIKESLRAELRVTERRAEVPTAHPSPSPRPA
GQFQTLVVGVVGGLLGSLVLLVWVLAVICSRAA
RGTIGARRTGQPLKEDPSSAVPVFSVDYGELDF
QWREKTPEPPVPCVPEQTEYATIVFPSGMGTSS

PARRGSADGPRSAQPLRPEDGHCSWPL

(en violet et jaune sur la Figure 5). Elle est composée de
couples récepteurs/ligands permettant une co-inhibition
(PD-1/PDL-1-2, CTLA-4/CD80-86, TIGIT/CD112 ou
CD155, TIM3/Gal-9) et de récepteurs/ligands de co-

Signal sequence

IgV domain

Stalk —

stimulation (CD28/CD80-86, ICOS/ICOSL, ————

CD226/CD155) 3! =

Les membres de cette superfamille ont un domaine 1w
Cytoplasmic tail —

extracellulaire qui a une structure IgV semblable aux
4—ITSM
immunoglobulines et un domaine cytoplasmique qui '

permet de transduire le signal via des motifs
tyrosines comme les ITAM (immunoreceptor tyrosine- Frigure 6: structure et séquence de PD-1, un

exemple de récepteur de la superfamille des

based activation), ITIM (immunoreceptor tyrosine-based o
immunoglobulines <.

inhibitory motif) et ITSM (immunoreceptor tyrosine-

based switch motif). Ces motifs permettent d’activer différentes voies de signalisation de

kinases (SHP, ..) et de transduire le signal de co-stimulation ou au contraire d’inhiber la voie

de signalisation 3!.
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A titre d’exemple, la séquence d’acide aminés et la structure de PD-1 est représentée en Figure
6 32. La séquence signal est représentée en violet, le domaine semblable a la région variable des
immunoglobulines (IgV) en bleu clair, le segment transmembranaire en rouge et le motif
d'inhibition a base de tyrosine (ITIM) et le motif de commutation a base de tyrosine (ITSM) en

orange 32,
2.2, La superfamille des récepteurs TNF

BTLA (B and T cell lymphocyte attenuator) est un checkpoint immunitaire qui se situe a la
frontiére entre la superfamille des immunoglobulines car il posséde un domaine extracellulaire
IgV, mais BTLA se lie a des ligands (HVEM, LIGHT) appartenant a la superfamille des

récepteurs TNF (tumeur necrosis factor).

Cette famille comprend des TNF récepteurs et leurs ligands, et sont principalement associés a
des signaux de co-stimulation, ils sont représentés en vert sur la Figure 5 (OX40/0X40L, 4-

1BB/4-1BBL, GITR/GITRL, CD27/CD70, CD40/CD40L).

Les membres de cette superfamille sont structurés en trimere. Chaque monomere forme une
structure composée de feuillets qui définissent le domaine d'homologie du TNF (THD). Les
monomeres individuels s'auto-assemblent en homo-trimeéres non covalents. Malgré une
homologie de séquence faible a modérée, tous les membres du TNFSF présentent une

homologie structurelle élevée 3.

Les membres de la superfamille des récepteurs du TNF activent diverses fonctions cellulaires,
de la production d'interférons de type 1 a la modulation de la survie des cellules T activées par
l'antigéne 3.

Dans cette famille de récepteurs du TNF, il n’y a pas que des checkpoints immunitaires mais

aussi des récepteurs de morts et leurs ligands comme TRAIL, FAS ou FASL par exemple.®
2.3. Checkpoints & cancer

Lorsqu’une cellule devient cancéreuse, le systéme immunitaire est capable de reconnaitre et de
détruire cette cellule. L’immunité anti-tumorale peut se mettre en place lorsque des
lymphocytes T s’activent apres reconnaissance d’antigénes tumoraux. Pour assurer leur survie,
certaines cellules tumorales développent des mécanismes pour échapper a la réponse
i itai décrit a la Fi 7 3. Ainsi la cellule t 1 t et

immunitaire, comme décrit a la Figure 7 °. Ainsi la cellule tumorale peut ne pas étre reconnue

par les lymphocytes T (absence de production d’antigénes tumoraux ou de molécules du CMH)
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ou inhiber I’activation des lymphocytes T en

Cellule tumorale

exprimant les ligands des récepteurs inhibiteurs , e il
Immunité d:aralzlly?r::?\:::?t:r:
exprimés par les cellules T et en sécrétant des antitumorale - conduisant
[— Antigéne Lymphocyte T a son activation
. . | Aniigéne Lympt
cytokines immunosuppressives comme le TGF- Molbcule T e o
3 du CMH tumoral
B par eXGmple . Deficit de production de I'antigéne tumoral
V:_an'anl dela cellt_:le tumorale
Vu l'importance du systéme immunitaire en “””"’““”"“e’;q: Absence
de reconnaissance
, . « Ay , . de la tumeur par
cancérologie, différentes stratégies @@ les lymphocytes T

thérapeutiques se concentrent sur la stimulation
Mutations des génes du CMH ou des génes

nécessaires a l'apprétement

de ’'immunité anti-tumorale du patient. des antigénes
Cellule tumorale
. . , . ., , , X dépourvue de molécules Absence
Diverses immunothérapies ont été¢ développées : de classe | du CMH de reconmalesance
. . . de la tumeur par
transfert au patient d’anticorps ou de cellules T @ %~ |les lymphocytes T
, . Echappement —
spécifiques de la tumeur (autologues oOu destumeurs Sécrétion de protéines immunosuppressives

a limmunité ou expression de protéines inhibitrices a la
\————— surface cellulaire

exprimant des CAR : chimeric antigen receptor),
Ligand Récepteur
inhibiteur  inhibiteur

des vaccins, ou encore des anticorps bloquant les

Inhibition de
, . P . , I'activation des
récepteurs immunitaires (anti-CTLA-4 approuvé . lymphocytes T
. . e @ .~ Cytok
par la FDA en 2011 contre le mélanome, anti- B amnouppeeies
_ Figure 7: Echappement des tumeurs aux réponses
PD-1 en 2014).

immunitaires 3.
Cette derniere option est tres efficace lorsque le

patient répond au traitement (25 4 40% des cas) 3. Cependant, les checkpoints immunitaires ont
un role clé dans la tolérance au soi. Ainsi les thérapies de blocage de ces récepteurs entrainent
souvent des effets indésirables et I’apparition de symptdmes auto-immuns ou inflammatoires :
vitiligo, hépatite, diabéte auto-immun, vascularite, thyroidite, thrombopénie, anémie... *° qui

peuvent conduire a la suspension du traitement et a la rechute cancéreuse.
2.4. Mutations de checkpoints & auto-immunité

De facon similaire, des patients présentant des mutations dans les génes codant des récepteurs
immunitaires sont plus susceptibles de développer des maladies auto-immunes ou auto-
inflammatoires. Si certains de ces déficits immunitaires sont décrits depuis longtemps, d’autres

ont été découverts récemment (déficiences en PD-13% ou en CD28%7 en 2021).

Le Tableau 2 illustre les mutations dans des geénes codant pour des récepteurs immunitaires et

conduisant a des déficits immunitaires chez I’Homme 38,
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Name Locus OMIM Pheno. inheritance Immunophenotype and Ig levels Main clinical symptoms Ref.

4-1BB 1p36.23 | NA AR normal T and B circulating cells, Low IgG, low IgA, poor | EBV lymphoproliferation, B cell lymphoma, chronic active EBV | 39
responses to T cell-dependent and T cell independent antigens, | infection
decreased T cell proliferation, IFNy secretion, cytotoxicity

0X40 1p36.33 | 615593 AR normal number of T cells, low antigen specific memory CD4+; | Impaired immunity to HHVS, Kaposi’s sarcoma 40
normal number of B cells, low memory B cells; normal Ig

CD28 2q33.2 NA AR Normal distribution of lymphocytes subsets Extreme susceptibility to HPV cutaneous infection 36

CTLA-4 | 2q33.2 616100 AD, Low circulating B and T cells, defective TReg functions. Autoimmune cytopenia, enteropathy, interstitial lung disease, extra- | 41 42

incomplete penetrance lymphoid lymphocytic infiltration, recurrent infections

ICOS 2q33.2 607594 AR Low Ig, normal T and B cells Recurrent infections, autoimmunity, gastroenteritis, granulomas 434445

PD-1 2q37.3 NA AR V82+73 T cells, MAIT, CD56 bright NK cells were significantly | Lymphoproliferative syndrome, susceptibility to mycobacterial | 46
reduced, severe impairment of IFN-y and TNF production infection, pulmonary autoimmunity in the only patient described

TIM3 5q33.3 618398 AR In B cells, Increased inflammasome activity due to defective | Panniculitis, HLH, polyclonal cutaneous T cell infiltrates or T cell | 47 48
checkpoint signaling lymphoma

CD27 12p13.31 | 615122 AR Normal T cells, no memory B cells, hypogammaglobulinemia; | Features triggered by EBV infection, HLH, aplastic anemia, low | 49 30 51
poor Ab responses to some vaccines/infections iNKT cells, B-lymphoma

CD70 19p13.3 618261 AR Normal number, low TReg, poor activation and function. | poor Ab responses to some vaccines/infections. EBV susceptibility, | 32 33
Decreased memory B cells, hypogammaglobulinemia Hodgkin lymphoma; autoimmunity in some patients

CD40 20q13.12 | 606843 AR Normal Neutropenia, opportunistic infections, gastrointestinal and biliary | 54 55 56

tract and liver disease, Cryptosporidium infections
ICOSL 21223 | NA AR Low numbers of T and B cells, low Ig, neutropenia Viral and bacterial recurrent infections, neutropenia 57
CD40L | Xq26.3 308230 XLR T normal to low, sigM+IgD+ naive B cells present; [gM Severe and opportunistic infections, idiopathic neutropenia; hepatitis | 8 39

normal or high, other Ig isotypes low, memory B cells absent

and cholangitis, Cryptosporidium infections, cholangiocarcinoma;

autoimmune blood cytopenias; peripheral neuroectodermal tumors

Tableau 2 : Déficiences génétiques en checkpoints immunitaires décrites chez I'Homme
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3.CTLA-4

Parmi ces checkpoints immunitaires, nous nous intéresserons plus particulicrement a CTLA-4
dans la suite de ces travaux. Une description plus approfondie de ce checkpoint immunitaire

inhibiteur est donnée dans ce chapitre.
3.1. Description générale

Le géne CTLA-4 se situe sur la bande q33 du chromosome 2 et se compose de quatre exons, qui
codent une petite protéine de 223 acides aminés, soit 24,6 kDa. L’exon 1 code le peptide signal
et une partie du domaine extracellulaire, ’exon 2 le domaine de liaison aux ligands, 1’exon 3 le
domaine transmembranaire et I’exon 4 le domaine intracellulaire. CTLA-4 forme des
homodimeres. La région extracellulaire est caractérisée par un seul domaine de type V
d'immunoglobuline (Ig) et contient un motif MYPPPY qui est essentiel pour la liaison a CD80
et CD86, ainsi que le site de dimérisation. Le motif AYVKM est situ¢ dans le domaine
cytoplasmique qui s'avere essentiel pour la transendocytose et la cascade de recyclage de

CTLA-4 90,
3.2. Signalisation inhibitrice de CTLA-4

CTLA-4 régule l'activation des lymphocytes T par plusieurs mécanismes non mutuellement

exclusifs, ils sont schématisés et expliqués a la Figure 8 ¢!

Les mécanismes proposés sont la compétition des ectodomaines avec CD28 pour la liaison aux
molécules CD80/CD86 et la perturbation de sa localisation au niveau de la synapse
immunologique, la modulation de la signalisation du TCR par la protéine phosphatase 2A
(PP2A) et la tyrosine phosphatase SHP-2 ©® 2 CTLA-4 peut aussi interférer avec la
composition des radeaux lipidiques et la régulation de leur trafic. Enfin CTLA-4 peut permettre
I’augmentation de la motilité des cellules T conduisant a des périodes de contact réduites entre

les lymphocytes T et les APC ©!- 2,
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Figure 8: Schéma des modéles de signalisations induites par CTLA-4 dans le lymphocyte T 61

CTLA-4 régule I'activation des lymphocytes T par plusieurs mécanismes, tels que la compétition ectodomaine avec CD28
pour la liaison aux ligands CD80/CD86, ce qui entraine le blocage de la formation du complexe CARMA1 médiée par CD28
et l'inhibition subséquente de la signalisation NF-kB. Un autre mécanisme de l'activité inhibitrice de CTLA-4 implique des
interactions directes avec le complexe TCR-CD3 au niveau de la synapse immunologique et des protéines impliquées
dans la signalisation en aval apres l'activation du TCR, via son association avec les tyrosine phosphatases SHP1 et SHP2
et la sérine/thréonine phosphatase PP2A. SHP1 et SHP2 déphosphorylent les protéines de signalisation du TCR, tandis
que PP2A cible les résidus phosphosérine/thréonine et inhibe l'interaction CD8-PI3K et Akt. L'expression de surface de
CTLA-4 et le trafic intracellulaire sont contrélés par AP-1, qui transporte l'excés de CTLA-4 du Golgi vers les
compartiments lysosomaux pour la dégradation, et par AP-2, qui régule l'endocytose au niveau de la membrane
plasmique.

CTLA-4 : antigéne cytotoxique de lymphocyte T 4 ; CARMA1 : CARTE-MAGUK1 ; NF-kB : facteur nucléaire kappa-light-
chain-enhancer des cellules B activées ; TCR : récepteur des cellules T ; SHP1 et 2 : Src homologie région 2 domaine
contenant la phosphatase-1 et 2; PP2A : protéine phosphatase 2A ; PI3K : Phosphatidylinositide 3-kinase : AP-1 :
Protéine activatrice 1.

3.3. Trafic vésiculaire de CTLA-4

La transendocytose est un mécanisme important pour la fonction inhibitrice de CTLA-4. Les

Treg ou les lymphocytes T effecteurs, exprimant CTLA-4, peuvent ainsi capturer les ligands
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CD80 et CD86 des APC par transendocytose ¢4, Les ligands sont alors retirés de la membrane
des APC et dégradés a l'intérieur de la cellule exprimant CTLA-4 9. Une quantité suffisante de
CTLA-4 disponible a la surface des TReg est requise pour I'élimination de ses ligands

(CD80/CD86) et 'inhibition des réponses des lymphocytes T.

De plus, CTLA-4, exprimé de fagon constitutive par les TReg, est internalisé et recyclé de fagon
constante. Cette internalisation, comme la transendocytose, est controlée par la clathrine adapter
protein-2 (AP2) qui interagit avec le motif YVKM dans la queue cytoplasmique de CTLA-4.
Apres internalisation, CTLA-4 peut étre soit recyclé vers la membrane plasmique (grace a
LRBA et DEF6 notamment), soit dégradé dans le lysosome aprés internalisation (grace au

complexe AP-1) %9, Le trafic vésiculaire de CTLA-4 est illustré sur la partie gauche de la

Figure 9 .
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Figure 9: Trafic vésiculaire de CTLA-4 chez un individu sain (gauche) et chez un individu atteint d'une déficit en LRBA
ou DEF6 (droite). 3.
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Des mutations dans les génes codant des protéines essentielles au recyclage en CTLA-4 peuvent
entrainer des déficiences en CTLA-4 illustrées dans la partie droite de la Figure 9 et détaillées

au paragraphe 3.4 .
3.4. Déficits en CTLA-4 chez I'"humain

3.4.1. Mutations hétérozygotes de CTLA-4

Des polymorphismes nucléotidiques (SNP) de CTLA-4 ont rapidement été associés avec des
manifestations auto-immunes (diabéte de type 1, maladie de Basedow, thyroidite auto-immune,

66,67

lupus...) mais sans validation fonctionnelle . En 2014, les premicres descriptions de

mutations hétérozygotes perte de fonction de CTLA-4 sont publiées *1:4?

. Il y est décrit des
patients avec des déficits immunitaires communs variables (DICV) ou un déficit sélectif en
IgA. Ils présentent également des infections récurrentes des voies respiratoires en lien avec une
hypogammaglobulinémie, des cytopénies auto-immunes, des entéropathies auto-immunes et/ou
des maladies pulmonaires infiltrantes granulomateuses. Au niveau cellulaire, les cellules T des
patients sont lymphoprolifératives. Les TReg ont une expression diminuée de CD25 et du
facteur de transcription FoxP3. Les sous-types de cellules B sont aussi anormaux avec une
accumulation de cellules B auto-réactives CD21!°%, accompagnés d’une diminution du nombre

de cellules B circulantes. Ce syndrome a ét¢ nommé CHAI pour CTLA4 haploinsufficiency

with autoimmune infiltration. 4!

Les souris CTLA-4 7~ sont viables mais développent trés tot un syndrome lymphoprolifératif
auto-immun [éthal, les souris CTLA-4 -/wt ne présentent quant-a-elles, pas de phénotype

particulier 6%,

Le mode de transmission est autosomal dominant et la pénétrance est incomplete. Il existe donc
des porteurs sains de mutations C7LA-4 hétérozygotes qui ne développeront pas de symptomes

cliniques.
3.4.2. Mutations récessives de DEF6

DEF6 est impliqué dans le trafic de CTLA-4. Ainsi des mutations récessives de DEF6 peuvent
perturber le trafic de ce checkpoint. DEF6 est aussi connu sous le nom de IBP (IRF4 binding
protein) ou encore SLAT (SWAP-70-like adaptator of T cells). DEF6 est un facteur d’échange

de nucléotide guanine (GEF) 7°.
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Les GEF catalysent 1’activation des Ras homology GTPases (Rho-GTPases) en permettant le
passage de la forme inactive liée a la GDP a la forme active liée a la GTP 7!. Les Rho-GTPases
ont un role essentiel dans la régulation de nombreux processus cellulaires, et notamment la

formation du cytosquelette.

En 2019 et 2021, des mutations récessives du géne DEF6 sont rapportées chez 3 familles
consanguines non apparentées '>73, Les patients avec une déficience en DEF6 présentent des
infections récurrentes a I’EBV (virus d'Epstein-Barr) et des manifestations auto-immunes
systémiques a début pédiatrique 7. Le trafic de CTLA-4 chez ces patients semble impacté par
la diminution de la protéine DEF6. En effet les mutations de DEF6 perturbent le recyclage de
CTLA-4, qui est moins exprimé a la surface des cellules T, ce qui entraine une moins bonne
transendocytose de ses ligands CD80/CD86. Ce défaut de recyclage est expliqué par les auteurs
par une interaction altérée entre DEF6, un GEF, et RAB11, une GTPase essentielle des
vésicules de recyclage de CTLA-4. Ainsi les cellules KO DEF6 présentent moins de vésicules
CTLA-4+ RABI11+ et I’interaction physique entre DEF6 et RABI1 est réduite, suggérant le
role de DEF6 dans le recyclage de CTLA-4 72, Ces données sont également renforcées par le

traitement avec succes d’un des patients DEF6 par abatacept (CTLA-4-1g).
3.4.3. Mutations récessives de LBRA

L’importance du trafic de CTLA-4 a la surface membranaire est aussi illustrée par les
déficiences génétiques en LRBA. En 2012, le premier patient porteur d’une mutation récessive
de LRBA est décrit ', Plus tard, I’implication de LRBA dans le trafic de CTLA-4 est analysée
de fagon plus détaillée 7, et des patients atteints de déficience en LRBA sont traités avec succés
par abatacept (CTLA-4-Ig). LRBA est une protéine de la famille des protéines BEACH (Beige
and Chediak-Higashi), et intervient dans le trafic vésiculaire. Les autres membres de la famille

BEACH sont détaillés au chapitre 4.

Dans 1'étape de recyclage de CTLA-4, LRBA joue un rdle important. Lo et al ont montré que
LRBA co-localise et interagit avec CTLA-4 dans les vésicules endosomales avec CTLA-4 via
son motif YVKM 75, L’interaction entre LRBA et CTLA-4 permet d’éviter la dégradation du

récepteur dans les lysosomes et déclenche son recyclage vers la membrane plasmique.
3.4.4. Comparaison des déficiences en CTLA-4 connues

La comparaison entre ces trois déficiences (CTLA-4, DEF6, LRBA) permet de soulever les

différences et les similitudes observées dans ces trois déficits génétiques .
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Une haplo insuffisance en CTLA-4 causée par une mutation hétérozygote ou des défauts de
recyclage causés par des mutations récessives de LRBA ou DEF6, causent une perte de tolérance

et des manifestations auto-immunes variables.

Il existe de 1égeres différences dans les phénotypes cliniques de CTLA-4, LRBA et DEF6, qui
pourrait également étre liées a des biais de recrutements de ces cohortes (Figure 10).
L'insuffisance en CTLA-4 est une maladie autosomique dominante avec une pénétrance
clinique d’environ 70 %. En revanche, une transmission autosomique récessive et des niveaux

¢levés de pénétrance sont observés pour les déficiences en LRBA et DEF6.

Bien que leurs principaux mécanismes immunologiques semblent converger en termes
d'expression a la surface cellulaire et de disponibilité de CTLA-4 pour la régulation des cellules
T et la fonction des cellules TReg, des caractéristiques supplémentaires sont attendues qui

dépendent de 'expression tissu-spécifique et des fonctions physiologiques des trois protéines.

De plus, on ne sait toujours pas pourquoi les individus porteurs de la méme mutation — en
particulier d'une méme famille - ont parfois des présentations cliniques qui varient énormément
en ce qui concerne le moment de 'apparition et la gravité de l'atteinte des organes, alors qu'ils
se présentent a un age tres similaire avec un modele identique de caractéristiques cliniques dans
d'autres familles. Comme pour d'autres maladies immunitaires, un ensemble de facteurs
modificateurs peuvent étre en cause, tels que des polymorphismes nucléotidiques simples
(SNP) dans les voies de signalisation, les modificateurs épigénétiques, ou des facteurs

environnementaux peuvent jouer un role et provoquer cette diversité .

CTLA-4 (n=77-90) LRBA (n=93-103) DEF6 (n=7)
Al-cytopenia Al-cytopenia ! f;«géy!openia
malignancy 100 hemophagocytosis malignancy 80 hemophagocytosis malignancy hemophagocytosis
hypogammaglobulinemia 80 enteropathy hypogammaglobulinemia 60 enteropathy hypogammaglobulinemia 80 enteropathy
any other £0 any other 40 f Sy oter R lymphoproliferation
ferati lymphoproliferati 0
organ or immune.S 40 lymphoproliferation organ or immune..; ymphoproliferation  organ or immune... 40
0
severe infections UP | GLILD severe infections LIP | GLILD severe mfections% LIP | GLILD
failure to thrive skin or eye failure to thrive skin or eye failure to thrive skin or eye
granuloma . granuloma Tettologic granuloma
REUIDIO8IG (except GLILD) heurologic (except GLILD) ¢ (except GLILD)
kidney endocrinopathy kidney endocrinopathy kidney endocrinopathy
liver arthritis liver arthritis liver arthritis

Figure 10: Comparaison des différents symptémes entre les déficits connus en CTLA-4 65,

Les différents symptomes sont visualisés sous la forme d’un kaléidoscope grédce au score de l'activité d'immunodéficience
et de dérégulation (IDDA). Les caractéristiques phénotypiques des maladies indiquées ci-dessus ont été tirées de grandes
revues de cohortes publiées (CTLA-4, déficit en LRBA) ou de petites séries de cas de sept patients présentant un déficit
en DEF®6.

Les abréviations des symptémes sont les suivantes : AI-cytopenia (cytopénie auto-immune) ; LIP (pneumonie interstitielle
lymphocytaire) ; GLILD (maladie pulmonaire interstitielle lymphocytaire granulomateuse)
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4.Les BEACH protéines

LRBA fait partie de la famille des protéines BEACH. Dans la suite de ce chapitre nous nous
intéresserons aux 9 membres qui composent cette famille, a leur fonction ainsi qu’aux maladies
associées a des mutations dans les genes codant ces protéines. Ce paragraphe nous permettra
de mettre en avant les similitudes observées parmi les membres de cette famille, et par la suite

de décrire NBEAL2, la protéine d’intérét dans ce projet de these.
4.1. Présentation générale

Le domaine BEACH (Beige and Chediak-Higashi) est caractéristique d’une famille de 9
protéines : les BDCPs (BEACH domain containing proteins) 6. Impliquées dans le trafic
vésiculaire ou les dynamiques membranaires, leurs fonctions exactes demeurent encore

méconnues.

A D’exception de NSMAF, les BDCPs sont de grandes protéines, contenant des domaines
protéiques relativement uniques a leur famille, rendant la description de leurs fonctions
biologiques difficiles par analogie avec d’autres séquences peptidiques ”’. Elles contiennent

différents domaines protéiques (Figure 11) 7°,

Le domaine BEACH, d’environ 280 aa (acides aminés) est trés conservé dans 1’ensemble des
protéines de la famille, a ’exception de WDRS81 76, La structure cristalline du domaine BEACH
est assez originale car il contient plusieurs parties hydrophobes qui ne sont pas tout a fait des
feuillets B du fait de leur extension particuliere. De plus, le domaine BEACH interagit fortement
avec le domaine PH (pleckstrin-homology), pourtant faiblement conservé dans la famille des
BDCPs 77. Les domaines PH-like sont connus pour avoir des fonctions diverses et notamment
se lier a des phospholipides, des phospho-tyrosines ou participer a des interactions protéines-
protéines 78.

Les domaines WD40 répétés peuvent permettre I’assemblage de complexes multiprotéiques,
dans lesquels les domaines WD servent d’échafaudage pour les interactions de protéines
hétéroméres 6.

Six des neuf BDCPs contiennent un domaine lectine de type Concanavaline A (ConA). Les
lectines se lient aux glucides. Burgess et al. ont proposé que le domaine ConA dans les BDCPs
pourrait étre impliqué dans la liaison des oligosaccharides associée au trafic et au tri des
protéines le long de la voie de sécrétion, en particulier en relation avec les composants de la

machinerie de fusion des vésicules 7°.
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Figure 11: Schéma des protéines de la famille BEACH et de leurs principaux domaines 76

Le domaine BEACH est aligné pour les neuf protéines et le schéma est a I'échelle, ou la barre d'échelle représente 250
acides aminés. Notez la similitude en nombre et en positions des domaines répétés WD40 suivants et des domaines PH
précédant le domaine BEACH dans sept des neuf protéines. D'autres domaines reconnus incluent la lectine de type ConA,
les domaines DUF1088, ARM, FYVE et GRAM. 76

Chez ’homme, des mutations dans I’une de ces protéines entrainent différentes maladies, avec
peu de similarité clinique. De plus, les mutations sur ces grandes protéines ne semblent pas
localisées a un seul domaine. Il n’existe pas de « hot-spot» dans le domaine BEACH
notamment. Enfin, puisque nous nous intéresserons plus particulicrement aux cellules du
systétme immunitaire, le nombre de transcripts par million a été représenté par sous type
cellulaires en fonction des différentes BDCPs (Figure 12, réalisée grace a 1’outil CellTypeScore

du site DICE Immunology https://tools.dice-database.org/celltypescore/).

Si certains transcripts sont exprimés de fagcon « ubiquitaire » (LRBA, NBEAL2, NSMAF,
WDRS81 et LYST sur un moindre niveau) ; d’autres semblent spécifiques de certaines cellules.
En effet, WDFY3 est spécifique aux monocytes, WDFY4 quant-a-lui, est trés fortement
exprimé dans les cellules B naives. NBEA et NBEALI sont les transcripts BDCPs les moins
représentés dans les sous populations de cellules immunitaires. Si nous nous attardons plus
spécifiquement sur le détail de ce graphe, on peut noter que les transcripts de LRBA sont
présents en quantité similaire dans 1’ensemble des sous-types cellulaires, a 1’exception des
monocytes.

Les transcripts de NBEAL2 sont souvent les plus abondants dans les cellules du syst¢me
immunitaire, mais on peut remarquer qu’ils sont particulierement exprimés dans les cellules
ayant un phénotype mémoire : les lymphocytes T CD4+ auxiliaires (TH1, TH2, TH17...) ou

TReg mémoire ; alors que le nombre de transcripts est plus faible dans les cellules T naive par
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exemple. Cette observation pourrait suggérer un réle prépondérant de NBEAL2 dans les
lymphocytes T mémoires.

On peut également noter que les transcripts de LYST sont principalement retrouvés dans les
monocytes, les cellules B naives et les cellules NK. L’importance de LYST dans les cellules NK

est mentionné au paragraphe suivant.

Enfin, il est notable que les transcripts de NBEALZ2 sont parmi les plus abondants dans les sous-

types cellulaires étudiés ici.
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Figure 12: Transcripts par million (TPM) pour l'ensemble des génes codant des BDCPs, par sous-types cellulaires

immunologiques

Les données représentées sur cette figure ont été adaptées de de Il'outil CellTypeScore de la base de données DICE
Immunology (https://tools.dice-database.org/celltypescore/)

4.2. Protéines BEACH et maladies associées

S’intéresser aux différentes protéines de cette famille, peut permettre de mieux comprendre leur
implication dans le trafic vésiculaire par analogie. Dans la suite de cette partie, nous étudierons

successivement les différents membres de cette famille et les pathologies humaines associées.
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LYST

Des mutations récessives du gene LYST (lysosomal trafficking regulator) entrainent le
syndrome de Chediak-Higashi (CHS) 30 8!, Les patients souffrent d’albinisme oculo-cutané
partiel, de saignements prolongés, de défauts immunologiques, d’atteintes neurologiques, et

sont susceptibles de développer une lymphohistiocytose hémophagocytaire (HLH) 8.

Les cellules des patients CHS possédent moins de lysosomes et ceux-ci sont élargis. Cependant
la déplétion de LYST dans les cellules humaines n'a pas d’effet sur la fusion des lysosomes avec
les endosomes et les autophagosomes, seuls la taille et le nombre de lysosomes sont impactés
83

Les conséquences fonctionnelles de ces lysosomes anormaux sont observables dans différents
sous-types cellulaires. Ainsi les mélanosomes ne sont pas transférés correctement aux cellules
épithéliales, causant I’hypo-pigmentation **. Les neutrophiles ont une activité anti-bactérienne
diminuée a cause de leurs granules anormaux. La cytotoxicité des lymphocytes T et des cellules
NK est diminuée car leur capacité d’exocytose est partielle ®. Enfin les plaquettes présentent
un défaut de granules denses, conduisant a des troubles de la coagulation, sans pour autant que

le nombre de plaquettes soit diminué.

Le modele murin avec des mutations récessives dans le géne Beige récapitule le phénotype

clinique humain %,
NBEA

NBEA est un gene candidat pour ’autisme et les troubles neurologiques. En 2018, une cohorte
de 24 mutations hétérozygotes de novo ont été décrites comme responsables de troubles neuro-
développementaux incluant un retard du développement et/ou une déficience intellectuelle. La
moitié des patients présentaient des caractéristiques autistiques et une majorité était sujet a des
crises d’épilepsie dés I’enfance ¥’.

NBEA code pour la protéine neurobeachin principalement exprimée dans le cerveau. NBEA
régule la transmission synaptique en ayant un rdle dans le transport des récepteurs aux
neurotransmetteurs vers les synapses et la formation des dendrites %8. De plus, en utilisant des
neurones KO pour le géne NBEA, le role des différents domaines de la protéine a récemment
été décrit. Ainsi, le domaine PH-BEACH semble suffisant pour rétablir a lui seul la transmission
post-synaptique et le nombre normal de dendrites. Le domaine Armadillo (ARM) faciliterait la

formation des filopodes et des dendrites *°.
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Les souris homozygotes NBEA KO meurent apres la naissance par asphyxie a cause des défauts

de transmission synaptique au niveau des jonctions neuromusculaires des voies respiratoires *°.
NBEAL1

Le role de la protéine Neurobeachin-like 1 est peu décrit dans la littérature. Des mutations
hétérozygotes de NBEALI ont été associées avec un risque accru de développer un cancer du

sein °! ou un gliome 2.

Récemment, NBEALI1 a été décrite comme étant associée au Golgi et ayant un rdle dans le
métabolisme du cholestérol. NBEAL1 est exprimée abondamment dans les artéres. Une
diminution de I’expression de NBEALI dans les artéres augmente le risque de développer une

maladie coronarienne chez ’homme 3. Aucun modéle murin n’est décrit dans la littérature.
WDFY3

WDFY3 (WD repeat and FYVE domain-containing 3), aussi connu sous le nom de Alfy
(Autophagy-Linked FYVE) est une protéine essentielle dans les processus d’autophagie ou

d’aggregophagie **. WDFY?3 intéragit notamment avec un récepteur de I’autophagie p62 *°.

Wdfy3 a aussi un role essentiel dans le controle de la qualité des mitochondries en régulant leur
renouvellement par mitophagie, un processus nécessaire au maintien des circuits neuronaux et
de la plasticité synaptique. Le déséquilibre de ce processus peut ouvrir la voie a une pénurie
d'énergie et avoir des répercussions sur la neurotransmission, particulierement liée au

métabolisme des neurotransmetteurs 2% %7,

Des variants pathogéniques de WDFY3 sont associés a un risque accru de déficience
intellectuelle/retard de développement *®, de macrocéphalie *°, de microcéphalie ' et de
troubles neuropsychiatriques, tel que I’autisme '°!,

Chez la souris, des mutations homozygotes de WDFY3 entraine une létalité périnatale, une

macroencéphalie et des défauts de connectivité neuronale dans le cerveau 9% 103,

WDFY4

Des variants déléteres du gene WDFY4 (WD repeat and FY VE domain-containing 4), ont été
associés avec une prédisposition au lupus érythémateux disséminé ou a la dermatomyosite
amyopathique 104 105,

Le role de WDFY4 dans la pathogénicité du lupus est mal connu mais pourrait étre li¢ a son

role dans I’autophagie dans les cellules B. Chez la souris, I’inactivation conditionnelle de
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WDFY4 dans la lignée B, entraine une diminution du nombre de cellules B et un défaut de
transition des cellules pro a pré-B dans la moelle osseuse. Les réponses anticorps développées
par ces souris sont diminuées. Ces cellules B WDFY4 -/- présentent un nombre
d’autophagosomes plus important et des protéines de la voie d’autophagie non-canonique
surexprimées. Ces résultats fournissent un nouveau lien fonctionnel sous-jacent au mécanisme
du lupus dans lequel WDFY4 influence le destin des cellules B via l'autophagie non
canonique'%. Récemment le role de WDFY4 dans la présentation croisée des antigénes viraux

et tumoraux a également été mis en évidence chez la souris %7

. Au cours du processus de
présentation croisée, les antigénes viraux ou tumoraux sont présentés aux cellules T CD8+ par
les cellules dendritiques classiques (cDC1) via leurs molécules MHC de classe 1. En utilisant
des souris WDFY4 -/-, les auteurs ont montré que les souris KO possédaient une population de
cellules cDC1 normales et capables de produire de 1’interleukine 12 nécessaire a la protection

contre des infections a Toxoplasma gondii.

. . Tumor cells Virus
Ainsi WDFY4 ne semble pas avoir @ . @ O O
. . S, , Expansion of virus-
d’impact sur I’immunité innée. De plus, @ @ or tumor-specific
CD8* T cells
WDFY4 n’est pas nécessaire pour la @ @ T @
?—CLEC@)A
CD8* T el

présentation des molécules MHC de classe

II. Cependant, les souris WDFY4-/-

e MHC-I /JQ@

WDFY4 “'—> “ «—J

réponse T CDS8+ spécifique in vivo en 2 :%@9“} s T
GQ \ Proteasomal

n’étaient pas capables de produire une

réponse aux virus de la cowpox et du Nil

L RAB1IA* ERC +— HSPIOABL

occidental, ou a induire le rejet d’une

tumeur ; révélant le role essentiel de
Figure 13: Mécanisme proposé pour expliquer le réle de WDFY4

WDFY4 dans la présentation croisée ', yans 1a présentation croisée. 108

\—— SEC61 degradation

Le mécanisme proposé est illustré Figure
13 19 Des récepteurs spécifiques aux
cellules c¢cDCI, comme CLEC9A,

permettent de capturer les antigeénes

Des récepteurs spécialisés sur les cDC1, tels que CLEC9A,
acheminent l'antigéne vers RAB11A+ compartiments de recyclage
endosomaux (ERC), ou WDFY4 est fortement exprimé. WDFY4 ancre
HSP90AB1 aux membranes endosomales pour faciliter la
translocation de I'endosome au cytosol de l'antigene en vue de sa
dégradation, de son chargement sur les molécules MHC-I et de sa
présentation aux cellules T CD8+.

tumoraux et de les envoyer dans les vésicules de recyclage RAB11+, ou WDFY4 est tres
exprimé. WDFY4 s’ancre a la protéine HSP90OAB1 sur les membranes des endosomes et facilite
la translocation des antigénes en vue de leur dégradation et leur présentation sur les molécules

MHC de classe I aux cellules T CD8+ 98,

Ce role de WDFY4 dans la présentation croisée n’a pas encore été démontré chez I’homme.
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WDRS81

Des mutations récessives de WDRSI ont été¢ décrites comme responsables d’un syndrome

) 109, 110, 111

d’ataxie cérébelleuse avec retard mental et déséquilibre (CAMRQ?2 ; mais aussi dans

112, 113

des cas d’hydrocéphalies ou de microcéphalies sévéres !4,

WDRS81 semble avoir un role dans I’autophagie en permettant 1’élimination des protéines
ubiquitinées et agrégées. L’interaction entre WDRS1 et p62, un récepteur d’autophagie, facilite
la reconnaissance des protéines Ub et leur élimination. Chez les souris WDRS81 KO, il y a
accumulations de protéines ubiquitinées et de p62 dans les neurones corticaux et striataux du
cerveau !>, A noter que les roles de WDFY3 et de WDR81 sont probablement différents dans
le processus d’autophagie, méme si tous les deux se lient a p62. WDFY3 semble agir en tant
que protéine d’échafaudage (scaffold protein) pendant I’interaction entre les effecteurs de
l’autophagie et la membrane des phagophores sans étre dégradée °°. WDRS81 ne semble pas

perturber ces assemblages et il est dégradé en méme temps que p62 et les protéines a dégrader
115

NSMAF

NSMAF (neutral sphingomyelinase activation-associated factor) est une exception dans la
famille des BEACH protéines. Aussi appelée FAN, pour factor associated with N-

sphingomy¢linase activation, c’est la protéine la plus courte avec seulement 948 AA.

Elle contient les domaines BEACH et WD, mais posséde un segment N-terminal trés court
avant le domaine BEACH et elle ne possede pas de domaine de type ConA. NSMAF est la
seule BDCP qui contient un domaine GRAM, remplacant le domaine de type PH observé dans

les autres membres de la famille.

NSMAF aun réle dans la voie de signalisation du TNF (tumor necrosis factor), car elle intéragit
avec le domaine NSD (N-Smase activating Domain) de la forme 55 kDa du récepteur du TNF
116, Comme NSMAF transmet le signal du TNF, qui lui-méme a de nombreux roles dans

I’immunité, on peut se demander si NSMAF participe a la réponse immunitaire.

NSMAEF se lie a CD40, un récepteur de prolifération lymphocytaire ''7. De plus, NSMAF a un
réle pro-apoptotique, permettant au TNF de délivrer des signaux a caspase 8§ et a d'autres
caspases 7. L’interaction entre NSMAF et caspase 2 a récemment été mise en évidence 3. Un
effet du signal pro-apoptotique via NSMAF est de rendre les lysosomes perméables, et cette

perméabilité est bloquée lorsqu'une forme dominante négative de NSMAF est exprimée 1%,
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Enfin, le signal TNF via NSMAF stimule la formation de filopodes et la polymérisation de
l'actine 129,

Comme pour LYST, les cellules déficientes en NSMAF ont des lysosomes agrandis, mais pas
de maniére aussi extréme '?!. Le role de NSMAF (FAN) a aussi été décrit dans la voie non-

canonique de I’autophagie, comme schématisé en Figure 14 122123,

/ Phagophore Autophagosome Lysosome Autolysosome \

LC3-dependent Extracellular Vesicle
Loading and Secretion

X e
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Multivesicular
Body | 8
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Figure 14: Modéle proposé illustrant le réle de NSMAF dans la voie non-canonique de l'autophagie 123

Modéle proposé pour la formation et la sécrétion de vésicules extracellulaires dépendantes de LC3. En plus de ses
fonctions dans l'autophagie classique, LC3 participe a la sécrétion de protéines et d'ARN dans les vésicules extracellulaires
(EV). Ces vésicules sont contenues dans des corps multi-vésiculaires (MVB) et sont libérées sous forme de vésicules
extracellulaires lors de la fusion du MVB avec la membrane plasmique. Cette nouvelle voie de sécrétion liée a I'autophagie
nécessite la machinerie de conjugaison LC3, le recrutement dépendant de SMPD3 et LC3 de NSMAF.

LRBA

Comme vu précédemment aux paragraphes 3.4.3 et 3.4.4, des mutations récessives de LRBA
sont responsables d’une déficience de CTLA-4. En I’absence de LRBA, le recyclage de CTLA-
4 dans les vésicules RAB11+ n’est plus fait et le checkpoint immunitaire est dégradé dans les
lysosomes. Ainsi, LRBA, comme les autres BDCPs, a un rdle dans le trafic vésiculaire et la

dégradation des protéines dans le cytoplasme.
NBEAL2

Enfin des mutations récessives de NBEAL?2 sont responsables du syndrome des plaquettes grises

(GPS) 24, Le role de cette protéine est décrit et détaillé spécifiquement dans le chapitre suivant.
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Conclusion sur les protéines BEACH

Cette revue de la littérature sur les membres de la famille des protéines BEACH nous suggeére
le r6le crucial de ces membres dans le trafic vésiculaire. De plus, plusieurs d’entre elles ont un

role dans I’autophagie (WDR81, NSMAF, WDFY3, WDFY4).

Quatre protéines BEACH sont associées a des pathologies humaines, toutes causées par des
mutations récessives des genes codant ces protéines. Il s’agit de maladies affectant les lignées
hématopoiétiques (mutations de LYST, NBEAL2 et LRBA) ou les neurones (mutations de
WDRS1). Des modeles murins suggerent un réle de WDFY4 dans le systéme immunitaire via
son role dans l’autophagie et la présentation croisée des antigénes en favorisant leur
dégradation. De méme, des modeles murins suggerent un role neurologique de NBEA et
WDFY3. Ainsi les protéines BEACH semblent étre cruciales pour le bon fonctionnement des

neurones ou des cellules issus de lignées hématopoiétiques.
5.Le syndrome des plaquettes grises

5.1. Symptomes

En 1971, le syndrome des plaquettes grises est décrit pour la premiére fois chez un jeune gargon
de 11 ans présentant des hématomes récurrents et une thrombocytopénie 2> . Aprés inspection
au microscope électronique, les auteurs décrivent des plaquettes larges, d’une couleur grise
inhabituelle car elles sont dépourvues de granules-a, et contiennent de grandes vacuoles. Les

mégacaryocytes présentent ¢galement un défaut granulaire.

Le syndrome des plaquettes grises est une maladie rare dont la prévalence exacte est inconnnue.
Les patients présentent des macro-thrombocytopénies modérées, parfois accompagnées de
splénomégalies et peuvent développer des myélofibroses. L’origine physiopathologiques
supposée de ces my¢lofibroses est le relargage dans la moelle osseuse du contenu des granules

alpha mégacaryocytaires. 26
5.2. Mutations récessives de NBEAL2

La cause génétique du syndrome des plaquettes grises a été mise en évidence en 2011 par trois

124, 127, 128, Ainsi des

descriptions distinctes et concomitantes dans la revue Nature Genetics
mutations récessives de NBEAL?2 expliquent ce phénotype clinique. NBEAL?2 est localisé sur le

chromosome 3 au locus 3p21.1-22 2%, Le géne se divise en 54 exons et peut donner lieu a la
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production de 5 transcripts codant pour des protéines. Le transcript principal code pour une

protéine de 2754 aa (environ 300 kDa) '*°,
5.3. Modeéles murins

5.3.1. Role plaquettaire de NBEAL2

Les modeles de souris NBEAL2 KO récapitulent le phénotype GPS humain, et nous permettent
de modéliser cette maladie rare. Ainsi les souris KO développent une splénomégalie, une
macro-thrombocytopénie, et une biogénése imparfaite des granules-o dans les mégacaryocytes,
entrainant une absence de granules-o dans les plaquettes 130 131 132133 T .e KO du géne
orthologue & NBEAL? chez le poisson zebre entraine un saignement de la queue spontanée dans
41% des embryons et I'abrogation compléte des thrombocytes. En revanche, les érythrocytes

127

matures ne sont pas affectés '“’ ce qui démontre un role conservé de NBEAL2 dans la

thrombopéiese au cours de I’évolution.

Dans les modeles murins, les plaquettes des souris NBEAL2-/- ont une altération de I'adhérence,
de l'agrégation et de l'activité coagulante ex vivo, qui se traduit par une formation défectueuse
de thrombus artériel et une protection contre l'infarctus cérébral thrombo-inflammatoire dans
un modele d'AVC aigu. Les granules-o sont indispensables pour arréter efficacement le
saignement post-traumatique mais ils ne sont pas nécessaires au maintien de l'intégrité
vasculaire en l'absence de blessure. Enfin, la sécrétion défectueuse de ces granules altére

spécifiquement le développement d'un tissu cicatriciel aprés une blessure '3,

L'analyse microscopique des mégacaryocytes extraits de la moelle osseuse des souris KO a
permis de détecter des anomalies. Lorsqu’ils sont cultivés in vitro, leur maturation et leur survie
sont réduites, et ils présentent des anomalies du développement, y compris une distribution
extracellulaire anormale du facteur de Von Willedebrand 3!, Méme si les mégacaryocytes
présentent des problémes de maturation, cela n’impacte pas la formation des pro-plaquettes. Le
manque de NBEAL2 n'affecte pas non plus la formation ou le transport des granules-a vers les
pro-plaquettes naissantes. Ainsi NBEAL2 aurait plutét un réle dans la rétention du cargo

contenu dans les granules-o, 132,

Chez les souris KO, les mégacaryocytes ont également un profil pro-inflammatoire et un

manque de granules-a ; favorisant ’apparition de myélofibrose !2.

Le role des plaquettes ne se limite pas au maintien de I’homéostasie comme nous le verrons au

paragraphe 6.4. Pour tester le role de NBEAL?2 dans la tumorigénése, Guerrero et al ont injecté
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a des souris KO des cellules de mélanomes murins et évalué I’apparition de métastases dans les
poumons au bout de 10 jours. De fagon surprenante, les souris KO NBEAL2-/- présentent une
réduction de 80% de métastases dans leurs poumons, comparées au groupe controle 132, Afin
de montrer le role des plaquettes dans cette protection contre les métastases, les souris KO ont
¢été transfusées avec des plaquettes de souris sauvages, et le nombre de métastases a presque

atteint celui des souris contrdles '32.
5.3.2. Role immunologique de NBEAL2

Enfin, le role de NBEAL2 chez la souris a aussi été analysé dans certaines cellules du systeme

Immunitaire.

Dans les mastocytes, NBEAL2 régule I'activation de l'axe de signalisation Shp1-STATS et la
composition du signalosome c-Kit/STAT. De plus, NBEAL2 intervient dans la formation des
granules et restreint I'expression des facteurs de transcription IRF8, GATA2 et MITF ainsi que
de l'inhibiteur du cycle cellulaire p27, qui sont essentiels a la différenciation et a la production
de cytokines par les mastocytes. Enfin, le nombre de mastocytes est diminué¢ chez les souris
KO. De maniére inattendue, la réaction anaphylactique rapide médiée par FceRI, qui dépend
fortement des mastocytes producteurs d'histamine, n'est pas altérée chez les souris NBEAL2
KO. Ce résultat est confirmé par des taux d'histamine et de cytokine similaires entre les souris
sauvages et KO en réponse a un choc anaphylactique. Ces données indiquent que le nombre
réduits de mastocytes est compensé par une réactivité accrue des mastocytes restants ou par

d’autres types cellulaires!34.

NBEAL?2 semble également essentiel dans le développement d’une réponse immunitaire contre
des pathogenes, via les neutrophiles et les cellules NK (natural killer). Les neutrophiles
déficients en NBEAL2 montrent une réduction séveére du contenu de leurs granules, et ce dans
tous les sous-ensembles de granules. Cependant, les neutrophiles NBEAL2 -/- présentent une
meilleure capacité oxydative des phagocytes comparés aux neutrophiles contréles. Ce stress
oxydatif est associé a une expression accrue des composants cytosoliques du complexe NADPH
oxydase. Les cellules NK NBEAL?2 -/- sont également dysfonctionnelles et présentent une
dégranulation réduite. Ces anomalies sont associées a une sensibilité accrue aux infections
bactériennes (Staphylococcus aureus) et virales (CMV murin) in vivo, montrant une réponse

immunitaire diminuée chez les souris KO 135,
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5.4. NBEAL2 et les granules alpha

La fonction de NBEAL2 dans le trafic et la maturation des granules-o au sein des plaquettes
semble cruciale. Un modele a récemment été proposé pour illustrer I’importance plaquettaire

de NBEAL2 (Figure 15) '3¢,

Le contenu des granules-a est un mélange de protéines synthétisées par le mégacaryocyte et de
protéines extérieures endo-cytosées. Le fibrinogéne (FGN) endocytosé passe des endosomes
précoces associés & RABS (Ras-related protein in brain 5) aux endosomes tardifs associés a
RAB?7, puis aux vésicules contenant de la P-sélectine. En paralléle, la cargaison synthétisée par
les mégacaryocytes (ex : VWF, TSP1) suit une route convergente apres avoir quitté le Golgi.
NBEALZ2 se localise dans les granules et interagit avec la P-sélectine. En I'absence de NBEAL?2,
la cargaison des granules est acheminée vers des endosomes de recyclage associés a RABI1 et
finalement externalisée. Cela empéche la maturation normale des granules o, produisant les

structures vides observées dans les plaquettes NBEAL2-KO murines ou humaines '3,

O~ Early endosome

RAB5 ~
& Plasma _—
membrane ~
Golgi apparatus
Integrin___
allbB3 -
| FGN
e

MVB =

Late endosome
RAB7

Recycling
endosome

a-granule a-granule precursor
Figure 15: Réle de NBEAL2 dans la biogénése et la rétention des granules-a dans les mégacaryocytes 136,

Modéle du réle de NBEAL2 dans le trafic et la maturation des granules-a. Le FGN (fibrinogéne) endocytosé passe par
des endosomes précoces RAB5+ aux endosomes tardifs RAB7+, puis aux vésicules contenant de la P-sélectine. Le
contenu des granules-a synthétisé par les mégacaryocytes (MK) (par exemple, VWF [facteur de Von Willebrand], TSP1
[thrombospondine 1]) suit une route convergente apreés avoir quitté le Golgi. NBEAL2 se localise dans les granules-a
et interagit avec la P-sélectine. En l'absence de NBEAL2, le contenu des granules est acheminé vers des endosomes de
recyclage RAB11+ et finalement externalisé. Ce déficit en NBEAL2 empéche la maturation normale des granules-a,
produisant les structures vides observées dans les plagquettes NBEAL2-nulles de souris et humaines.
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Enfin, récemment, Lo et al ont montré que la protéine SEC22B résidente du reticulum
endoplasmique (RE) est requise pour la biogenése des granules-a, et qu'elle peut se lier a
NBEAL2 via une région spécifique, située juste avant le domaine PH (1798-1903 AA).
NBEAL?2 a le potentiel de se lier simultanément a SEC22B et a la P-sélectine membranaire des
granule-a. Cette interaction tripartite peut faciliter les processus impliqués dans la maturation

des granules-a, ou les roles fonctionnels précis de SEC22B et du RE restent encore a déterminer

137

5.5. NBEAL2 et immunité

Parmi les premiers patients GPS décrits, peu de symptomes liés au systéme immunitaire ont été

initialement rapportés. De 2001 a 2012, on note cependant quelques cas d’infections récurrentes

138, 139, 140 138, 141,

dans certains cas , ou encore des anomalies des granules dans les neutrophiles

142 Ces phénotypes cliniques, concordent avec les modéles murins 3.

En 2015, quatre familles avec des marqueurs biologiques de I’ALPS et des symptomes auto-
immuns sont décrites, mettant encore plus en exergue le role de NBEAL2 dans le systéme

143

immunitaire '*°. Ces patients présentent des niveaux plasmatiques de vitamine B12 et de FasL

augmentés ainsi que des auto-anticorps nucléaires ou anti-plaquettes.

En 2020, I’étude de 47 patients GPS souligne les anomalies immunologiques et les symptomes

auto-immuns retrouvés dans cette cohorte internationale 144,

Parmi ces anomalies, Sims et al '* décrivent que 26% des patients présentent une maladie auto-
immune : thyroidite d’Hashimoto, polyarthrite rhumatoide, alopécie, lupus érythémateux
discoide, vitiligo ou syndrome lympho-prolifératif auto-immun atypique. Parmi les 29 patients
dont la recherche d’auto-anticorps a été faite, 59% d’entre eux avaient au moins un résultat
positif avec notamment des anti-thyroperoxidase, des anticorps périnucléaires anti-cytoplasme
des neutrophiles, des facteurs rhumatoides ou des anticorps antinucléaires. De plus environ 20%
des patients avaient des infections récurrentes, ce qui rappelle les observations faites chez la

souris KO NBEAL?2 33,

Le nombre de leucocytes total était significativement diminué chez les patients GPS. Les
nombres de plaquettes, de neutrophiles, de monocytes et de basophiles étaient également
diminués '**. Les neutrophiles et les éosinophiles présentaient une granulosité réduite. Afin
d’explorer ces différences, I’étude du profil transcriptomique et protéomique chez 5 patients
GPS et 5 donneurs sains a été réalisée sur les plaquettes, les neutrophiles, les monocytes et les

lymphocytes T CD4+ 44, Ces analyses ont révélé que les neutrophiles et les monocytes des

Laure DELAGE Theése de doctorat 52



patients avaient un contenu granulaire diminué 44, Cette différence se fait au niveau protéique
uniquement, suggérant que le réle de NBEAL2 n’est pas transcriptionnel pour ces sous-types
cellulaires. Quant aux lymphocytes T CD4+, ils surexpriment des marqueurs d’activation, a la
fois en termes d’expression génétique et protéique. Enfin I’analyse des protéines plasmatiques

pour 11 patients a montré une signature pro-inflammatoire et hépatique 44,

L’étude de Sims et al établit clairement ’impact de NBEAL2 sur le systtme immunitaire,
cependant les mécanismes ne sont pas explicités. De plus I’ensemble des cellules du systéme
immunitaire n’est pas étudié. Les lymphocytes T CD8+ et les cellules NK ne sont pas évoqués,
alors que leur fonction cytotoxique pourrait étre impactée a la vue des modeles murins et du

role de NBEAL?2 dans la biogénése des granules.

Enfin, en 2021, Aarts et al explore le role de NBEAL2 dans les neutrophiles '#°. Ils montrent
notamment que les neutrophiles des patients GPS posseédent un nombre de granules spécifiques
réduit et une NETose défectueuse '4°. La NETose est la formation de piéges extracellulaires par
les neutrophiles. Les pi¢ges sont capables de retenir des pathogenes extracellulaires et sont de
grandes structures extracellulaires composées de protéines cytosoliques et granulaires,

assemblées sur un échafaudage de chromatine décondensée provenant des neutrophiles 46,

Etant donné que les patients atteints de GPS ne souffrent pas excessivement d'infections, la
conséquence de la teneur réduite en granules spécifiques et de l'absence de NETose pour

l'immunité innée reste a explorer 43,

Cependant, nous pouvons noter que le role de NBEAL2 dans la rétention des granules
spécifiques dans le cytoplasme des neutrophiles est établi, de fagon similaire a la rétention des

granules-o dans les mégacaryocytes 136 143,

6.Plaquettes : description et lien avec I'immunité

Les mégacaryocytes sont de grandes cellules polynuclées, issues des cellules souches
hématopoiétiques de la moelle osseuse. Ce sont les précurseurs des plaquettes, produites par
fragmentation du cytoplasme des mégacaryocytes. Les plaquettes sont des fragments cellulaires

anuclées, et ont un role crucial dans 1’équilibre du milieu intérieur, ’homéostasie.
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6.1. Biogénese des plaquettes

La  mégacaryopoiese énération  des
g ryop (g Mégacaryopoiese

mégacaryocytes) dans la moelle osseuse est |

résumée sur la Figure 16 '*7. A partir d’une cellule souche mégacaryoblaste
hématopoiétique
cellule souche hématopoiétique immature et synthése de granulations  microtubules
et d’organites du centrosome

en réponse a la thrombopoiétine (TPO), une
cascade d’événements se produit afin

granulations

d’obtenir un mégacaryoblaste.

Tout d’abord I’endomitose nucléaire permet

une réplication du matériel génétique sans

division cellulaire, puis une synthése des

noyau endomitose maturation

granules et des organites s’opére. Et enfin la du noyau du ytoplasme

den.bazin@medillus.com

maturation, 1’expansion du cytoplasme et la
. , . Figure 16: Schéma résumant la mégacaryopoiese 147.
formation d’un réseau de microtubules ' °

émanant du centrosome sont observés 43,

Un promégacaryocyte est ensuite formé par désassemblage des centrosomes et migration des
microtubules vers la membrane plasmatique. Il y a alors formation de pseudopodes épais,

comme décrit a la Figure 17 47,

Les protusions (proplaquettes) de la membrane continuent a se former par glissement des
microtubules du mégacaryocyte. Les organites et les granules migrent aux extrémités de ces

proplaquettes grace aux microtubules, ou les plaquettes naissantes s’assemblent.

La formation de proplaquettes continue dans tout le mégacaryocyte tandis que la courbure et la
ramification des extrémités membranaires s’accentuent au niveau des proplaquettes existantes.
L'ensemble du cytoplasme du mégacaryocyte est converti en une masse de proplaquettes, qui

sont libérées de la cellule, et déversées dans la circulation sanguine '47- 148,

Ainsi le role des microtubules et du cytosquelette est essentiel dans la maturation des

mégacaryocytes et la formation des plaquettes.
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Figure 17: Schéma de la thrombopéiese 14’.
6.2. Cycle de vie plaquettaire

La durée de vie de plaquettes est de 5 a 10 jours. Chez I’humain, le nombre de plaquettes est
compris entre 150 et 400 milliards par litre de sang. Chaque jour un adulte doit produire environ
100 milliards de plaquettes afin de maintenir ce nombre '#°, Cette production est principalement
régulée par la thrombopoiétine, un facteur de croissance, sécrétée principalement par le foie,

mais aussi les reins et les muscles lisses. FD

Le cycle de vie plaquettaire est décrit a la
Figure 18 '3°. Briévement, la sécrétion de
TPO par le foie conduit a la différenciation de

cellules souches hématopoiétiques en

g
Simulation of
thrombopoiesis

mégacaryocytes et a la production de

plaquettes dans la circulation sanguine. Aprés v

=’ Aged and senescent
platelets 4

avoir joué leurs roles, elles seront soit

g %& @ 9
¢liminées par les macrophages, soit %'o,

% Phagocytosis by Kupffer cells
. , (MGL, CLEC4F and AMR)
exprimeront des marqueurs de sénescence.

Les plaquettes sénescentes seront reconnues figure 18: Le cycle de vie plaquettaire **.
par les hépatocytes et phagocytées par les
cellules de Kupffer (macrophages spécifiques du tissu hépatique), ce qui stimulera la production

de TPO et la génération de nouvelles plaquettes.
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6.3. Structure de la plaquette

Les plaquettes contiennent différents organites et granules, et expriment a leur surface différents

récepteurs.

6.3.1. Granules

Les granules-a, les granules denses et les lysosomes sont les trois types de granules
plaquettaires. Les granules-o sont les plus abondants (50 a 80 par plaquette), ils posseédent des
formes hétérogénes et une taille comprise entre 200 et 500 nm '3 152, Les plaquettes-a
contiennent un grand nombre de protéines participant a la coagulation, a la cicatrisation des
plaies, a I’angiogénése ou a I’inflammation. Les granules denses (5 a 8 par plaquette), jouent
un role dans I’homéostasie et la formation de thrombus en sécrétant leur contenu. Enfin, les
lysosomes (< 4 par plaquette) contiennent principalement des hydrolases acides et joueraient
un role dans la digestion endosomale !'*2. Les molécules contenues dans ces granules ont

différentes fonctions, comme résumé en Figure 19 133,

Microbicidal effectors
(Immune payload)

Coagulation factors

Signaling factors (communication)
(Thrombotic payload)

* P-selectin (CD62P) |« Epinephrine * Acid phosphatase
 C3 precursor * a2-antiplasmin * TGF-B * Histamine e IL-1B
» C4 precursor * Factor ll/prothrombin « ADP * Polyphosphate | 11,/cmboxane A2
» Complement factor D * Factor V « ATP * Pyrophosphate
* CXCL7-derived * Factor XI « Calcium « Serotonin
peptides (PBP, TAP-III,  Factor XlII
thrombocidin-1 and 2, * Fibrinogen
B-thromboglobulin) » Fibronectin y g i
«1gG « HMW kininogens Chemokines (calling reinforcements)
il et *PAT «CCL2  «CXCL12 « NAP2 (CXCL7)
* ThymOSIn_B4 * Vitronectin e CCL3 o CXCL4/PF4
e Cathepsin D and E * VWF «CCL5 « CXCL5
* Glutamate *CXCL1 «CXCL8

Anti-microbicidal factors

(Immune regulation)

Anti-coagulative factors
(Thrombotic regulation)

Growth/angiogenic regulators (support and delivery)

* Angiopoietin-1 * EGF * n-acetylglucosaminidase
¢ C1 inhibitor * a2-macroglobulin * BDNF e Endostatin ¢ a-arabinosidase
¢ Complement factor H * Antithrombin * bFGF * HGF * B-galactosidase
¢ TIMP-1 and 4 ¢ Plasmin * BMP-2,4 and 6 ¢ |IGF-1 * 3-glucuronidase
* Plasminogen * CTGF * PDGF )
* Protein S « Thrombospondin  * VEGF * RNA (mRNA, miRNA etc.)
* TFPI
Secretory package
o granules Dense granules Lysosomes Microparticles or other

Figure 19: Contenus des granules plaquettaires classées par fonction 153

Liste des médiateurs bioactifs libérés par les plaguettes humaines classés selon leurs principaux réles fonctionnels.
Beaucoup de ces médiateurs jouent plusieurs réles mais ne sont catégorisés qu'une seule fois. CXCL7 est unique parmi
les chimiokines car il est clivé en plusieurs peptides distincts avec des fonctions variables.
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6.3.2. Systéme canaliculaire ouvert (OCS)

Le systéme canaliculaire ouvert est une structure spécifique des plaquettes. Il est constitué¢ de
tunnels, formant une structure spongieuse a I'intérieur de la plaquette. Son role est encore
méconnu. L’OCS se forme a partir d’invaginations de la membrane plasmique. Les plaquettes
ont une faible capacité a produire des protéines, et une grande partie d’entre elles est absorbée
depuis I’extérieur vers le cytoplasme plaquettaire via I’OCS. Cette structure joue également un
role trés important dans le relargage des protéines stockées dans la plaquette. Lors de
I’activation plaquettaire, les granules fusionnent avec la membrane de I’OCS, libérant ainsi

leurs contenus >4,
6.3.3. Mitochondries

Les plaquettes contiennent des mitochondries (5 a 8 par plaquette). Ces organites sont essentiels
a la production de 1’énergie nécessaire a la plaquette pour sécréter le contenu de ses granules,
s’agréger et former des caillots. De plus, les mitochondries auraient un réle dans 1’apoptose

plaquettaire ',
6.3.4. Cytosquelette

Le cytosquelette plaquettaire est constitué notamment d’actine, de tubuline et de spectrine. Le
cytosquelette joue un role primordial. Il maintient la forme discoide des plaquettes non
stimulées et réduit les forces de cisaillement exercées sur les thrombocytes dans la circulation
sanguine. Pendant [’activation plaquettaire, le cytosquelette se remodele rapidement,
permettant une réponse rapide aux dommages vasculaires, en changeant la forme des plaquettes,

qui peuvent alors s’agréger !
6.3.5. Récepteurs membranaires

La membrane des plaquettes contient des récepteurs membranaires qui leur permettent
d’interagir et de répondre a leur environnement extérieur. L’activation des plaquettes peut étre
générée par une réaction a un stress meécanique ou biologique, a la suite de la liaison d’un de
ces récepteurs a son ligand. Il existe de nombreux récepteurs aux fonctions diverses. Une liste
non exhaustive de ces récepteurs, de leurs fonctions et de leurs roles dans I’immunité ou

I’hémostase est donnée en Figure 20 53,
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Figure 20: Liste des récepteurs plaquettaires humains classés par fonctions 153,

Liste des récepteurs des plaquettes humaines classés selon leurs principales fonctions. Les aires des cercles correspondent
proportionnellement au nombre de membres indiqué ici. L'implication majeure de chaque molécule dans I'hémostase,
l'immunité ou les deux est codée par couleur : rouge pour I'immunité, bleu pour I’'hémostase et orange pour les deux. Les
récepteurs de contributions peu claires a I'hémostase ou a I'immunité sont indiqués en gris.

6.4.

Les nombreuses fonctions plaquettaires

Les plaquettes possédent de nombreuses fonctions. En plus des fonctions d’hémostases

(thrombose, coagulation, cicatrisation), les plaquettes ont aussi un role dans la signalisation en

relarguant des chimiokines, des cytokines ou des facteurs de croissance '>°. De plus les

plaquettes ont un réle immuno-régulateur sur lequel nous nous attarderons ici.

En Figure 21, trois exemples du rdle des plaquettes activées dans I’immunité sont décrits 7.

Ainsi, les plaquettes peuvent reconnaitre des bactéries via leurs récepteurs TLR4 et entrainer

leurs destructions. Les plaquettes expriment également le récepteur CD154 (CDA40 ligand) apres
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Figure 21: Exemples du réle des plaquettes dans I'immunité 157,

a) L'expression du récepteur de type Toll (TLR) plaquettaire permet aux plaquettes activées de se lier et de capturer les
bactéries. Par la suite, les plaquettes peuvent tuer directement les bactéries en produisant des thrombocidines ou en
s'agrégeant des bactéries et les « piégeant » pour leur élimination par les phagocytes professionnels.

b) Il est maintenant clair que les plaquettes peuvent également interagir de maniére hétérotypique avec une grande variété
de cellules, y compris les leucocytes. Les plaquettes activées favorisent l'ancrage et l'activation des neutrophiles par
l'expression de sélectines, de CD154 (également connu sous le nom de CD40L) et de cytokines et chimiokines inflammatoires.

c) De méme, les plaquettes activées peuvent également favoriser I'activation des monocytes et des cellules dendritiques,
notamment via les interactions CD40-CD154. Cela conduit & une présentation accrue de l'antigéne aux cellules T et améliore
les réponses immunitaires adaptatives.

activation 7 138, T ’activation des neutrophiles peut avoir lieu aprés la fixation du CD40L
plaquettaire aux molécules de CD40 présentent a la surface des polynucléaires. Les plaquettes
sécretent €galement des cytokines et chimiokines inflammatoires, permettant le recrutement de
diverses cellules immunitaires. L’axe CD40/CD40L peut également servir a stimuler
I’activation des cellules dendritiques, entrainant I’augmentation de la présentation antigénique

aux cellules T et permettant le lien entre immunité adaptative et innée 7.

De plus, CD40L a la surface des plaquettes peut induire une commutation isotypique dans les
lymphocytes B et augmente les réponses des lymphocytes T CD8+. CD40L peut également étre
clivé de la surface de la plaquette pour générer du sCD40L (CD40L soluble) ou étre conditionné
dans des microvésicules plaquettaires (PMV) qui sont libérées dans la circulation pour la

dissémination et le controle a distance de la réponse immunitaire '>°.
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Plus récemment, il a ét¢ démontré que les plaquettes et les mégacaryocytes, peuvent également
capter, traiter et présenter des antigénes étrangers et auto-antigenes aux lymphocytes T CD8+,

leur conférant la capacité de modifier directement les réponses immunitaires adaptatives !>

On estime que les plaquettes expriment environ 80 000 molécules du CMH-I a leur surface,
cependant, il existe des controverses concernant la fonctionnalité et l'origine de ces molécules
sur les plaquettes. Néanmoins, il est maintenant connu que les plaquettes et les mégacaryocytes
possedent toutes les molécules nécessaires a la maturation et a la présentation des antigénes aux
lymphocytes T CD8+, y compris un protéasome complet et des molécules co-stimulatrices.
Bien que la surface de la plaquette contienne principalement des molécules de MHC-I
dénaturées, les plaquettes ont au niveau intracellulaire un grand pool de molécules de MHC-I

fonctionnelles entiérement intactes qui sont exprimées lors de l'activation %7, 159,

Enfin les plaquettes ont un role dans la progression des métastases cancéreuses, comme illustré

a la Figure 22 160,

Briévement, les cellules tumorales circulantes peuvent interagir avec les plaquettes et les
leucocytes activés et former des hétéroagrégats. Les plaquettes activées et le fibrinogene

protegent les cellules tumorales de la lyse des cellules NK, et permettent I’évasion tumorale.

Ces agrégats facilitent également 1’adhésion des cellules tumorales a l'endothélium et la
migration transendothéliale des cellules tumorales, permettant I’invasion de nouveaux tissus et

la formation de métastases ¢!,

Une illustration la capacité des plaquettes a participer a la propagation des métastases est
donnée par le cas des souris NBEAL2-/-. Comme nous 1’avons vu au paragraphe 5.3.1, les souris
qui présentent un déficit en NBEAL?2 caractérisé par une macrothrombocytopénie, 1’absence de
granules-a et une fonction plaquettaire anormale, sont résistantes au développement de

métastase cancéreux 2,
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Figure 22: Réle des plaquettes dans le développement des métastases et I'évasion tumorale 169,

Les cellules tumorales circulantes peuvent interagir avec les plaquettes et les leucocytes activés et former des
hétéroagrégats qui favorisent la fixation des cellules tumorales a I'endothélium et contribuent ainsi a la métastase.
Pendant la coagulation, les étapes de coagulation initiées par les plaquettes peuvent activer des récepteurs sur les
cellules tumorales (par exemple, le récepteur activé par la protéase 1 (PArl) et PAr2) et favoriser la libération de
facteur tissulaire qui améliore encore I'activité procoagulante. Au cours de I'adhésion, I'adhésion transitoire initiale
impliquant les sélectines, les mucines, le cD44 et d'autres glycoconjugués contenant du sialyl Lewis X/A est suivie
d'une fixation ferme qui est médiée par les intégrines et les molécules d'adhésion cellulaires.
Au cours de I'évasion immunitaire, les protéines plasmatiques multivalentes forment des ponts intercellulaires, et
les plaquettes activées et le fibrinogéne protegent les cellules tumorales de la lyse des cellules tueuses naturelles
au cours de la métastase hématogene.

6.5. Le purpura thrombopénique immunologique

Le purpura thrombopénique immunologique (PTI) est une maladie auto-immune caractérisée
par une faible numération plaquettaire (< 100.10°/L) en l'absence de causes sous-jacentes. La

physiopathologie du PTI est complexe et partiellement comprise, elle résulte trés probablement
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de multiples facteurs. Elle implique notamment une clairance plaquettaire rapide en raison de
la destruction médiée par des auto-anticorps et des anomalies des mégacaryocytes conduisant a
une altération de la production de plaquettes 9. Les différents mécanismes responsables de la
destruction plaquettaire dans le PTI sont résumés dans la Figure 23 ', Les plaquettes peuvent
étre détruites directement par les lymphocytes T cytotoxiques. La clairance anormale des
plaquettes peut également étre due a des auto-anticorps ciblant les plaquettes ou leurs
progéniteurs : les mégacaryocytes. Enfin, le PTI peut également étre causé par une rupture de

tolérance périphérique due a des TReg anormaux et qui n’assurent plus leur fonction régulatrice.

La gravité des symptdmes peut varier d’un patient a 1’autre et le diagnostic peut étre difficile

car il se fait par élimination d’autres causes probables 64
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Figure 23: Les divers mécanismes pouvant étre a l'origine d’un PTI 163,

Des auto-anticorps ciblant les glycoprotéines plaquettaires, le plus souvent la glycoprotéine IIb/Illa entrainent
l'opsonisation des plaquettes opsonisées par les APC. Une fois phagocytées, les plaquettes sont dégradées et des épitopes
cryptiques a des glycoprotéines plaquettaires supplémentaires sont exposés. Les APC expriment ensuite la glycoprotéine
IIb/IIIa ainsi que d'autres glycoprotéines plaquettaires a leur surface, qui sont reconnues par les lymphocytes T CD4
positifs. Les clones de cellules T interagissent avec les cellules B, augmentant ainsi la production d'anticorps. Les auto-
anticorps peuvent aussi cibler les mégacaryocytes, ce qui entraine une diminution du nombre de mégacaryocytes matures
et une maturation anormale des mégacaryocytes.

Les cellules T cytotoxiques peuvent cibler directement les plaquettes indépendamment de la destruction induite par les
anticorps. Les TReg ou les cellules B régulatrices qui favorisent la tolérance au soi peuvent étre en nombre réduit et
présenter une fonction anormale dans le PTI.

Il y a une augmentation des réponses des lymphocytes T pro-inflammatoires dans le PTI. L'équilibre est déplacé vers
'activation des CD4+ Th0/Th1 et Th17 et une diminution des réponses Th2.
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6.6. Défauts plaquettaires constitutifs et immunité

Les défauts plaquettaires constitutifs résultent de mutations dans des genes essentiels au
développement mégacaryocytaire ou aux plaquettes. Ils forment un groupe de maladies rares
aux symptomes variables, avec des susceptibilités plus ou moins grandes aux saignements. Ils
peuvent étre associés a des défauts quantitatifs (thrombocytopénies, thrombocytoses) ou
qualitatifs (impact de la fonction plaquettaire ou mégacaryocytaire) '6°. Grace au recours au
séquencage de nouvelle génération, de nouveaux genes responsables de thrombopénies

constitutives sont trouvés et doivent étre analysés avec attention 6% 167,

Ces défauts plaquettaires héréditaires peuvent étre associés ou non a d’autres symptomes, ou a
des susceptibilités a développer des hémopathies malignes et/ou aux néoplasmes
solides!6816%170 Dang le Tableau 3 et le Tableau 4, nous avons listé les défauts plaquettaires

associés a des anomalies hématologiques et/ou des susceptibilités aux hémopathies malignes
168

Les geénes impliqués dans ces défauts plaquettaires associés a des anomalies hématologiques
sont principalement des facteurs de transcriptions, des génes du cytosquelette ainsi que des

genes importants dans la biogénése, la rétention ou le contenu des granules plaquettaires.

Il semble assez naturel que les génes codant des facteurs de transcriptions soient responsables
d’autres symptomes dans d’autres types de cellules, et notamment les cellules
hématopoiétiques. De la méme manicre, les geénes impliqués dans le cytosquelette ont
probablement un role plus large. Cependant, il existe des thrombopénies héréditaires non
syndromiques causées par des variants déléteres dans d’autres génes du cytosquelette (TPM4,
ACTNI1, TUBBI, par exemple). Enfin le role de génes impliqués dans la biologie des granules
plaquettaires peut étre intéressant a étudier, car les granules sont présents dans de nombreuses
cellules immunitaires (granulocytes, NK, lymphocytes T cytotoxiques) ou encore les cellules

de la peau ou les cellules-p du pancréas.
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Trans- Taille des Anomalies hématologiques et susceptibilité aux
Fonctions plaquettaires Syndromes associés (entrée OMIM) Génes mission plaquettes hémopathies malignes Réf.
THROMBOPENIES HEREDITAIRES
— - - - T
Facteurs de transcription ;lzllrg%lé())cytopeme amegacaryocytaire 2 avec synostose radioulanaire MECOM AD Taille normale Déficience des cellules B
- e P ——— — 172
Facteurs de transcription ;l"6r((]) r; éZ;J laquettaire, familial, avec malignité myéloide associée RUNX1 AD Taille normale Risque accru de leucémie myéloblastique (>40%)
10% des patients développent des néoplasmes 173
Facteurs de transcription Thrombocytopénie liée 8 ANKRD26 (188000) ANKRD26 AD Taille normale my¢éloides. Taux d'hémoglobine élevée et/ou
leucocytose
— — v N 174, 175
Facteurs de transcription Thrombocytopénie liée a ETV6 (616216) ETV6 AD Taille normale Prédisp OSI.U(,)H (.3 0%) & des syndromes lympho- ou
myeloprolifératif, macrocytose des globules rouges
Peut étre associé a une anémie, B-thalassémie, 176
Facteurs de transcription Syndromes liés a8 GATAI (300835, 300367, 314050) GATA1 XLR Macroplaquettes neutropénie, splénomégalie ou une porphyrie
erythropoiétique congénitale
Facteurs de transcription Thrombocytopénie liée a GF1/B (187900) GFIIB AD/AR | Macroplaquettes | Globules rouges avec anisopoikilocytose 177, 178
Granules-a Syndrome des plaquettes grises NBEAL2 AR Macroplaquettes | Splénomégalie, prédisposition a de l'auto-immunité 144 179
Récepteur Thrombocytopénie liée & G6b-B (617441) MPIG6B AR Macroplaquettes Anémie microcytique, leucocytose 180
Métabolisme Thrombocytopénie associée a une sitosterolémie (618666, 210250) ABCGS, ABCG6 | AR Macroplaquettes Anémie hémolytique avec stomatocytose 181
Cytosquelette Thrombocytopénie liée & DIAPH1 DIAPH1 AD Macroplaquettes Neutropénie avec un risque d'infections modéré 182
Cytosquelette Macrothrombopénie avec un syndrome de Takenouchi-Kosaki (616737) | CDC42 AD Macroplaquettes | Immunodéficience, lymphoedéme 183184
Cytosquelette Thrombocytopénie li¢e 4 ACTB ACTB AD Macroplaquettes Leucocytose avec ¢osinophilie ou leucopénie 185
Syndrome de Wiskott-Aldrich (301000) ou thrombocytopénies liées a . Immunodéficience, syndrome lymphoprolifératif et 186
Cytosquelette I'X (300299, 313900) WAS XLR Microplaquettes auto-immun
Immunodéficience 71 avec maladie inflammatoire et thrombocytopénie . Eosinophilie, maladie inflammatoire immune-médiée, 187 188
Cytosquelette congénitale (617718) ARPCIB AR Microplaquettes lymphadénopathie, hépato-splénomégalie
Syalilation Thrombocytopénie liée & GALE (606953) GALE AR Macroplaquettes Anémie et neutropénie fébrile 189
L Syndrome de Stormorken (185070) ou immunodéficience 9 ou 10 AD, Normo ou Anémie modérée, infections récurrentes, fonctions des 190
Activité pro-coagulante | 1767 612783) STIML ORAIL 1\ g macroplaquettes | cellules T et NK défectucuses, AHAI

Tableau 3: Thrombopénies héréditaires avec des anomalies hématologiques et/ou des susceptibilités aux hémopathies malignes
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Tableau 4: Défauts plaquettaires héréditaires sans thrombopénies mais avec des anomalies hématologiques et des susceptibilité aux hémopathies malignes

Fonctions plaquettaires

Syndrome associé (entrée OMIM)

Génes

Trans-
mission

Taille des
plaquettes

Anomalies hématologiques et susceptibilité aux
hémopathies malignes

Réf.

DEFAUTS PLAQUETTAIRES HEREDITAIRES

Activité enzymatique et

Syndrome Leucocyte-Adhesion-Deficiency-III (Kindlin-3 deficiency)

Susceptibilité aux infections, activation des neutrophiles

191

voie de signalisation (612840) FERMT3 AR Taille normale défectueuse, leucocytose
G les d Syndrome de Phermansky-Pudlak (617050, 614171, 614076, 614073, HPS10, HPS9, AR Taill 1 Immunodéficience, leucopénie, colite granulomateuse, 192
ranuies denses 608233) HPS7, HPS4, HPS2 artie normate infections récurrentes 193
—— - - - 85
Granules denses Syndrome de Chediak-Higashi LYST AR Taille normale Immunot'iet"lmence, infections reeurren 5,
lymphohistiocytose hempophagocytaire
— - — - o7
Granules denses Syndromes de Griscelli RAB27, MYOS5A, AR Taille normale Neutropénie variable, lymphohistiocytose, fonction .

MLPH

cytotoxique réduite des NK et de certaines cellules T

192

Laure DELAGE

Thése de doctorat

65




Laure DELAGE

Thése de doctorat

66



Hypotheses et objectifs

Le role de NBEAL2 dans le systétme immunitaire n’est pas bien compris. Si son implication
dans le trafic vésiculaire semble établie mais non détaillée, le mécanisme conduisant au

développement de symptomes auto-immuns n’est pas décrit.

Les protéines de la famille BEACH sont impliquées dans le trafic vésiculaire 7°. NBEAL?2 étant
un membre de cette famille, nous avons fait I’hypothese que cette protéine avait un rdle dans le

trafic vésiculaire des cellules du systéeme immunitaire.

Dans les mégacaryocytes humains, en I’absence de NBEAL2, le contenu des granules-a est

acheminé vers les endosomes de recyclage RAB11+ 136,

Dans des modéles murins, WDFY4, membre de la famille BEACH, est trés fortement exprimée
dans les vésicules de recyclage RAB11+. WDFY4 s’ancre a la protéine HSP9OAB1 sur les
membranes des endosomes et facilite la translocation du contenu des vésicules en vue de leur
dégradation %, Enfin, chez I’humain, LRBA, une autre protéine BEACH, intervient dans le
recyclage de CTLA-4 au niveau des endosomes RABI11+, en empéchant le checkpoint

immunitaire d’étre dégradé dans les lysosomes 7.

Ainsi, par analogie avec d’autres membres de la famille BEACH, nous avons également fait
I’hypotheése que NBEAL?2 pouvait étre impliquée dans le trafic et le recyclage de checkpoints
immunitaires. Cette hypothése pourrait expliquer le développement de manifestations auto-

immunes chez les patients souffrant du syndrome des plaquettes grises.
Les objectifs de cette these peuvent €tre résumés en trois axes :
- Mieux caractériser le phénotype immunitaire des patients GPS,

- Trouver les partenaires protéiques de NBEAL?2 dans les cellules immunitaires, afin de

mieux comprendre son rdle dans le trafic vésiculaire,

- Comprendre le mécanisme conduisant au développement de manifestations auto-

immunes chez les patients atteints du syndrome des plaquettes grises.

Ainsi, cette thése devrait contribuer a une meilleure compréhension du réle de NBEAL2 dans
I’immunité. Ces travaux pourraient alors permettre une meilleure prise en charge diagnostique
et thérapeutique des symptdmes immunologiques développés chez les patients atteints du

syndrome des plaquettes grises.
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Matériels et Méthodes

1.Echantillons biologiques

1.1. Recrutement des patients

Les patients atteints du syndrome des plaquettes grises ont été recrutés grace a une collaboration
avec le service d'Hématologie Immunologie Oncologie Pédiatrique de 1’Hopital Trousseau a
Paris. Les patients souffrant de symptomes auto-immuns, et notamment de purpura
thrombopénique immunologique (PTI) sont envoyés au laboratoire pour une exploration par

WES (whole exome sequencing).
1.2. Préparation et conservation des échantillons

Les prélévements sanguins sont réalisés essentiellement sur héparinate de lithium (ou sur EDTA
occasionnellement). Un échantillon de sang est conservé a -20°C en vue de I’extraction
ultérieure d’ADN. Le plasma est collecté apreés une centrifugation de 5 min a 2300rpm, puis
congelé a -20°C pour son utilisation ultérieure lors de dosages protéiques. Les PBMC
(Peripheral Blood mononuclear cells) sont isolées des autres composants du sang grace a un
gradient de densité réalisé avec une solution appelée lymphoprep (Ficoll Hypaque). Les PBMC
sont récupérées apres centrifugation a 2200 rpm pendant 30 min. Aprés lavage dans du PBS
(phosphate buffer saline), les PBMC sont congelées dans du sérum de veau feetal avec 10% de

DMSO (dimethyl sulfoxide) et conservées a 1’azote liquide.
1.3. Préparation des cellules T

Pour I’isolation d’une grande quantité de cellules T, des anneaux de cytaphérese ont été recus
en provenance de 1’Etablissement Francais du Sang (EFS). Les PBMC ont été récupérées grace

au kit SepMate (Stemcell Technologies, # 85450), selon le protocole du fournisseur.

Les cellules T ont ensuite été isolées en utilisant le kit EasySepTM Human T Cell Isolation
(Stemcell Technologies, # 17951) en suivant le protocole du fournisseur. Les cellules sont

ensuite congelées et cryopréservées a -150°C.
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2.Cultures cellulaires

2.1. Milieux de cultures

Panserin complet

Milieu Panserin 401 (PAN BIOTECH, # P04-710401), complété avec 5% de sérum AB humain,
1% de pennicilin/streptomycin (Thermofisher, 15140122) et 1% de L-glutamine (Thermofisher,
25030081) et filtré avec une unité de filtration stérile a usage unique Nalgene Rapid-Flow avec

membrane en PES (Thermofisher, # 568-0010).
RPMI complet

Milieu RPMI 1640 (Thermofisher, # 21875034), complété avec 10% de serum de veau fétal
préalablement décomplémenté a 56°C pendant 30 min (FBS, Thermofisher, 10270106).

Immunocult complet (IC-C)

Milieu ImmunoCult - XF T Cell Expansion Medium (StemCell, #10981), complété avec du
sérum de veau fétal a 2% en volume (LifeTechnologies, #10500) et de Ia

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) a 1% (LifeTechnologies, #15140-122).
X-Vivol5 Complet

Milieu X-VIVO 15 sans Gentamycin ou Phenol Red (Lonza, #BE02-061Q), complété avec 1%
de Penicillin/Streptomycin (LifeTechnologies, #15140-122).

2.2, Activation et culture des lymphocytes T primaires

L’activation des cellules T est réalisée a partir des PBMC de patients ou de donneurs sains
provenant de ’EFS. Les cellules T sont activées par liaison des récepteurs CD3/CD28 avec des
Dynabeads (Thermofisher, #11141D). Les cellules sont mises en culture a 1.10%mL/10 pL de
Dynabeads dans du milieu Panserin complet. Aprés 3 jours de culture, les cellules sont
centrifugées sur Ficoll pour éliminer les débris et les cellules mortes puis remises en culture
dans du Panserin complet avec de I’interleukine-2 a 100 unités internationales/mL (U/mL) afin
de stimuler la prolifération cellulaire. Tous les deux jours, I’expansion des cellules est

poursuivie par un ajout de Panserin complet avec IL-2.
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Pour les expériences nécessitant uniquement 1’activation des cellules T, préalablement isolée

avant congélation, le milieu de culture utilisé est de I’Immunocult.

2.3. Génération de lignées de cellules souches pluripotentes
induites (iPSC)

Afin d’obtenir un modele in vitro pour 1’étude de la physiopathologie des manifestations auto-
immunes chez les patients GPS, nous avons souhaité reprogrammer des PBMC de patients en
cellules souches pluripotentes induites. Ces iPSC pourront a terme étre différenciées en cellules
des tissus ciblés par 1’auto-immunité. On pourrait alors envisager des expériences de co-culture

avec les PBMC des patients afin d’étudier la réponse immunitaire.
Ce protocole a été réalisé avec I’aide de la plateforme iPS de I’institut Imagine.

Avant la reprogrammation, les PBMC sont cultivées pendant quatre jours dans du milieu
StemPro™-34 SLM (ThermoFisher Scientific) avec les cytokines SCF, FLT-3 (100 ng/mL),
IL-3 et IL-6 (20 ng/mL) (PeproTech). Ensuite, 2,5.10° PBMC ont été transduites a 1'aide du kit
de reprogrammation CytoTune-iPS 2.0 Sendai (ThermoFisher Scientific) en suivant les
instructions du fabricant. Apres 3 jours, les cellules transduites ont été étalées sur des boites de
culture recouvertes de vitronectine (technologies StemCell) dans du milieu StemPro™-34 SFM
sans cytokines. Au jour 7, le milieu a été changé en remplacant la moiti¢ du milieu StemPro™-
34 par du milieu ReproTeSR™ (technologies StemCell). Le lendemain, le milieu entier a été
remplacé par du milieu ReproTeSR et changé quotidiennement jusqu'a l'apparition de colonies
iPSC. Apres trois semaines, quelques colonies ont été prélevées manuellement et ont été
multipliées pendant 10 passages pour une caractérisation plus poussée. Les iPSC ont été
cultivées sur des boites de culture recouvertes de vitronectine avec renouvellement quotidien
du milieu mTeSR™1 (technologies StemCell) et repiquées manuellement tous les huit a dix

jours.

Une lignée de cellules souches pluripotentes induites d’un patient porteur d’une mutation
hétérozygote de NBEAL?2 d’origine paternelle (p.R688C) et d’une mutation hétérozygote
de LRBA d’origine maternelle (p.P37S) a été générée. Le détail de cette lignée et les

résultats des contréles de qualité sont donnés en annexe 14.
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3.Biologie moléculaire et biochimie

3.1. Extraction de I’'ADN

Afin de réaliser les exomes des patients, I’ADN a ét¢ extrait a partir de sang total a I’aide de la
technique phénol/chloroforme '°° 1%, Ce protocole permet de lyser les cellules, de digérer les

protéines et de les éliminer, et de précipiter ’ADN.
Afin de vérifier les mutations par séquencage par la technique de Sanger, ’ADN a été extrait a

partir de sang total ou de cellules de patients en utilisant les kits QIAamp DNA mini Kit
(Qiagen) ou Quick-DNA/RNA Miniprep (Zymo Research).

3.2. Extraction de I’'ARN et retro-transcription

Les ARN ont été extraits a partir de cellules en utilisant les kits d’extraction RNeasy (Qiagen)
ou Quick-DNA/RNA Miniprep (Zymo Research). Les ARN ont été¢ conservés a -80°C ou
rétrotranscripts. Les rétrotranscriptions des ARN en cDNA ont été faites grace au kit QuantiTect
Reverse Transcription de Qiagen, dont le protocole comporte une déplétion de I’ADN

génomique. Les cDNA sont conservés a -20°C.
3.3. Séquencgage

3.3.1. Whole exome sequencing (WES)

L’ensemble des exomes a été réalisé en collaboration avec la plateforme de génétique de
I’institut Imagine. Le principe du WES peut étre expliqué selon le mécanisme décrit dans la

Figure 24 7. A partir de I’ADN génomique, une librairie est générée. Les fragments d’ADN

DNA fragment Adaptor j Probe

b Capture bead TSS: Transcription start site

Genomic DNA
‘ .| Codingexons | UTR | Mutation - Short-read alignment
Hybridization l
- [r— j i . TSS TSS
Construct shotgun r— Amplification and /l\ | AN\
library l Massive parallel L_4 [— \.L‘ Rl i
R sequencing
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add adaptors l Mapping .- i, 4. AT
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Figure 24: Principe expérimental du séquencage WES (Whole Exome sequencing) 197.
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sont ensuite purifiés grace a des sondes et des billes de capture pour retenir les fragments codant
des exons (Human All Exon v5—50 Mb, Agilent Technologies). Ces fragments sélectionnés
sont ensuite amplifiés et séquencés en parallele sur le systtme HiSEQ 2000 (Illumina).
L’alignement est ensuite fait sur le génome humain de référence hgl9 a I’aide de I’algorithme
de correspondances exacte maximales du logiciel Burrows-WheelerAligner. L’analyse du
génome est réalisée avec le Genome Analysis Toolkit (GATK). Les doublons PCR sont
supprimés avec les outils Picard (http://broadinstitute.github.io/picard/). Le recalibrateur
GATKbasequalityscore est appliqué pour corriger les artefacts de séquengage. Les variants ont
¢té annotés en se basant sur la derniére version de la base de données Ensembl et analysés grace

au logiciel développé par la plateforme de bioinformatique de I’institut Imagine : Polyweb.
3.3.2. Séquencage Sanger aprés amplification par PCR

Afin de confirmer les mutations trouvées apres analyse d’exomes et de réaliser les ségrégations
familiales, ’ADN ou le ¢cDNA des patients est amplifi¢ autour de la mutation par PCR
(Polymerase Chain Reaction). Les primers sont générés a 1’aide du site PrimerBlast
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). La taille des amplicons est vérifiée par
migration sur un gel d’agarose a 1%. Les produits de PCR sont purifiés sur Sephadex G-50,
séquencés grace au kit BigDye Terminator v3.1 (Thermo Fisher, # 4337455) et lus par
¢lectrophorese capillaire avec le 3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Les
chromatogrammes obtenus sont ensuite analysés et alignés grace au logiciel ApE (A plasmid
Editor RRID : SCR_014266). La liste des primers utilisés est donnée en Annexe 6 (Tableau 19,
Tableau 20 et Tableau 21).

3.4. Analyse par RT-qPCR

Les niveaux d’expression de différents génes ont été réalisés par Real-Time quantitative PCR
(RT-gqPCR) avec le réactif SyberGreen et le thermocycleur LightCycler ViiA7 system (Roche).
Les primers utilisés sont générés a 1’aide du site PrimerBlast

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ ) et listés en Annexe 7 (Tableau 22)

La quantification a été normalisée avec 2 génes de ménage endogenes (GAPDH, Actin). Les

résultats ont été¢ mis en forme sur le logiciel GraphPad Prism v.9.2.0.
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3.5. Extraction et quantification des protéines

Les cellules sont lavées a froid et les protéines sont extraites dans un tampon de lyse RIPA
(Thermo Fisher, # 89900) complété par des cocktails d’anti-phosphatases (Sigma-Aldrich,
#P5726 et #200-664-3) et d’anti-protéases (Thermo Fisher, # 87786). Aprés 30 min
d’incubation sur glace et une centrifugation de 5 min a 12000rpm, le surnageant contenant les
protéines extraites est récupéré. Les protéines sont conservées a -20°C (pour une utilisation a
court terme) ou a -80°C. Les concentrations des lysats protéiques sont mesurées juste avant

utilisation grace au kit Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fisher, #23225).
3.6. Western Blot NBEAL2

Entre 15 et 40 ug de protéines sont déposés par puits apreés une étape de dénaturation et de
réduction avec du NuPAGE LDS Sample buffer 4X (Thermo Fisher, #NP0007) et du NuPAGE
sample reducing agent 10X (Thermo Fisher, NP009). La migration est réalisée sur des gels pré-
coulés NuPAGE 3-8% Tris Acetate (Thermo Fisher, #EA0378BOX) a 150V pendant 2h. Le
transfert se fait sur des membranes PVDF (Thermo Fisher, #IB24002) avec le systeme de
transfert sec iBlot 2 (Thermo Fisher, #1B21001) en utilisant un programme de 10min a 25V
constant. Les membranes sont bloquées avec du lait & 5% dans du TBS (Tris Buffer saline)
Tween 0,1% pendant 1h a TA (température ambiante) sous agitation, puis incubées avec
I’anticorps primaire recombinant de lapin Anti-NBEAL2 [EPR14501(B)] - N-terminal (Abcam,
#ab187162) dilué au 1000°™ sous agitation a 4°C sur la nuit. Aprés 3 lavages avec du TBS
Tween 0,1%, 1’anticorps secondaire anti-lapin couplé a la HRP (Horse Radish Peroxidase) a été
incubé 1h a TA sous agitation a la dilution de 1 :10000°¢ dans du lait a 5% TBS Tween 0,1%.
Apres 3 lavages avec du TBS Tween 0,1%, la membrane a été incubée 5 min, a TA, dans le
noir, avec le substrat de la HRP, contenu dans la solution commerciale SuperSignal West Pico
PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher, #34580), puis révélée sur des hyperfilms
Amersham (GE Healthcare, #28-9068-37) avec le développeur CuriX 60 (Agfa).
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4. Immunophénotypages multiparamétriques

4.1. Cytométrie en flux

4.1.1.

Marquage intracellulaire de CTLA-4

Le marquage intracellulaire de CTLA-4 sur les PBMC ou les cellules T activées a été réalisé

avec le panel d’anticorps décrit dans le Tableau 5. Apres lavage des cellules au PBS et compte,

le marquage extracellulaire a été réalisé pendant 30 min sur glace et a I’abri de la lumiere. Les

cellules sont ensuite lavées avec du PBS et centrifugées a 350g, Smin a 4°C. Les cellules sont

ensuite fixées et perméabilisées avec le kit de eBioscience™ Foxp3 / Transcription Factor

Staining Buffer (#00-5523-00), selon les recommandations du fournisseur. Les cellules ont été

lavées dans le tampon du kit (centrifugation 800g, Smin, 4°C). Puis les anticorps pour le

marquage intracellulaire ont été ajoutés et incubés sur glace pendant 1h a I’abri de la lumiere.

Les cellules sont lavées avec le tampon du kit, resuspendues dans 250 uL. de PBS et analysées

sur le cytoméetre BD LSRFortessa™ X-20 SORP Cell Analyzer (TReg) ou sur le cytometre

spectral Sony Biotechnology SP6800 Spectral Analyzer (T activés).

Tableau 5: Panel d'anticorps utilisé pour le marquage intracellulaire de CTLA-4 sur les cellules T

Marqueur | Fluorochrome | Clone Fournisseur Référence
CD3 PerCp5.5 OKT3 Biolegend 317336

% CD4 BV510 OKT4 Sony 2187220

;: CD25 PE-Cy7 M-A251 BD Bioscience | 561405

g CD45RA | PE-Cy5 HI100 Sony 2120550
CD127 FITC A019D5 Sony 2356560

. CTLA-4 PE BNI3 BD Bioscience | 555853
g % FoxP3 APC PCHI101 Thermofisher 17-4776-42
) E Helios eF450 22F6 Thermofisher 48-9883-42
4.1.2. Marquages de checkpoints immunitaires

Trois panels permettant de détecter 1’expression des checkpoints immunitaires sur les cellules

T activées ont ét¢ mis au point sur des cytometres analyseurs spectraux : deux panels sur le
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SP6800 (Sony Biotechnology) et un panel sur I’ Aurora CS (Cytek). Les anticorps utilisés sont
listés en Annexe 8 (Tableau 23, Tableau 24). Le protocole de marquage est similaire a celui
décrit au paragraphe précédent. Le seul anticorps marqué en intracellulaire est CTLA-4. Le kit
de fixation utilis¢ est le kit Cytofix/Cytoperm (#554714, BD). Des marqueurs de viabilité sont
utilisés avant les marquages extracellulaire, ils ont été utilisés suivant les recommandations des
fournisseurs et leurs références sont précisées en Annexe 8. Les récepteurs de fragments Fc ont
été bloqués a 1’aide du réactif FcR Block (Miltenyi Biotec, 130-059-901), selon les indications

du fournisseur.

4.1.3. Marquages des PBMC utilisées pour les expériences de

séquencage sur cellules uniques

En parallele des expériences de séquencage sur cellules uniques (sc RNA Seq), des
phénotypages des PBMC utilisées ont été réalisés par cytométrie en flux. Ces marquages étaient
divisés en 3 panels dont les détails sont donnés en Annexe 9 (Tableau 25, Tableau 26 et Tableau
27). Ils permettent d’effectuer un controle qualité des résultats obtenus aprés analyse bio-
informatique de I’expérience de sc RNA Seq. En effet, ils nous ont permis de confirmer
I’existence de biais de clusters parmi les cellules immunitaires des patients. Progressivement,
ces marquages de cytométrie ont été remplacés par des marquages de cytométrie de masse (cf
prochain paragraphe).

Le protocole général de ces marquages en cytométrie de flux est le suivant : pour chaque panel,
les cellules mortes ont ét¢ marquées a 1’aide du kit Zombie NIR Fixable Viability (Biolegend,
#423105), selon les indications du fournisseur. Les récepteurs de fragments Fc ont été bloqués
a I’aide du réactif FcR Block (Miltenyi Biotec, 130-059-901), suivant les recommandations du
fournisseur. Enfin les marquages extracellulaires ont été faits avec les anticorps détaillés en
Annexe 9, 30 min a 4°C et a I’abri de la lumiére. Les échantillons ont été analysés sur le

cytomeétre spectral SP6800 (Sony).
4.2, Cytomeétrie de masse

Un phénotypage immunitaire plus exhaustif a été réalisé grace au kit Maxpar Direct Immune
Profiling (Fluidigm) avec un panel d'anticorps de 30 marqueurs pour analyse CyTOF
(Cytometry by Time Of Flight). A ces 30 marqueurs, 8 anticorps supplémentaires ont été ajoutés
afin de détecter FAS et certains checkpoints immunitaires (liste en Annexe 10, Tableau 28).

Trois millions de PBMC ou 300 pL de sang total sur héparine ont été utilisées par marquage.
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Les cellules ont ét¢ incubées 20 min a température ambiante (TA) avec 3uL d’héparine a 10.000
U/mL et SpL de Human TruStain FcX (Biolegend), puis incubées 30 min a TA avec le cocktail
d’anticorps pour un marquage extracellulaire (sauf CTLA-4 pour lequel un marquage
intracellulaire est nécessaire). Aprés lavages et perméabilisation a 1’aide du kit Cytofix
CytoPerm (#554714, BD) I’anticorps CTLA-4 a été incubé avec les cellules pendant 30 min a
TA. Apres lavages, les cellules ont une nouvelle fois été fixées pendant 15 min avec une
solution de 1,6% de PFA (paraformaldéhyde, Thermo Fisher). Enfin les cellules ont été
incubées dans le tampon Fix&Perm (Fluidigm) avec I’intercalateur d’Iridium (permettant de
marquer le noyau) (Fluidigm, 1 :1000) pendant une nuit a 4°C. Les solutions cellulaires ont été
congelées a -80°C. Pour I’acquisition, les cellules ont été lavées et remises en suspension a une
concentration de 1.10%mL dans la solution d'acquisition de cellules Maxpar, une solution a
haute concentration ionique, et mélangées avec 10 % de billes EQ (permettant une calibration
automatique de I’appareil) immédiatement avant 1'acquisition. L'acquisition des événements a
été réalisée sur le cytométre de masse Helios (Fluidigm) couplé au logiciel CyTOF version

6.7.1014 (Fluidigm) a la Plateforme de Cytométrie de la Piti¢-792 Salpetriere (CyPS).
5.Dosages protéiques dans les plasmas

5.1. Dosage de FaslL et de la vitamine B12

Le dosage de FasL dans le plasma des patients a été réalisé avec le kit ELISA (R&D, #DFL00),
selon les recommandations du fournisseur.

Le dosage de la vitamine B12 a été réalisé en collaboration avec le Dr Nathalie Neveux, au
laboratoire de nutrition biologique de I’hdpital Cochin, Paris. Ce dosage a été réalis¢ a I’aide
d’un test immunologique par électrochimiluminescence « ECLIA » contenu dans le kit
Elecsys® Active B12 (holoTC) (Roche, # 07 713 207 190), selon les recommandations du

fournisseur.
5.2. Legendplex

Afin de mesurer les concentrations des récepteurs immunitaires présents dans les plasmas, le
kit LEGENDplex Immune Checkpoints Panel 1 (Biolegend, # 740961) a été utilisé. Ce
multiplex permet la détection simultanée des formes solubles de CD25 (IL-2Ra), 4-1BB,
sCD27, B7.2 (CD86), le TGF-B1 actif libre, CTLA-4, PD-L1, PD-L2, PD-1, Tim-3, LAG-3, et
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la Galectin-9. Les résultats obtenus ont ét¢ analysés sur https://legendplex.qognit.com/ puis sur

le logiciel GraphPad Prism v.9.2.0.
5.3. Dosage des autoanticorps plasmatiques

En collaboration avec le Biocentre Microarray Core de I’Université Southwestern Medical
District au Texas aux Etats-Unis, le dosage de 128 autoantigénes a pu étre réalisé dans les
plasmas des patients. La liste des autoantigeénes testés est donnée en Annexe 11, Tableau 29.
La technique d’ Autoantigen Microarray for high-throughput autoantibody profiling est détaillée

dans Darticle de référence de Zhu et al, 2015 %,
6.Edition génétique avec le systeme CRISPR/Cas9

Afin d’étudier le role de NBEAL? dans des lymphocytes T primaires, le systéme CRISPR/Cas9
a été utilisé afin de générer des cellules NBEAL2 KO. En utilisant un guide ARN approprié, le
systétme CRISPR/Cas9 est capable de créer une rupture dans le génome de la cellule au site
complémentaire du guide ARN et a proximité d'un PAM (protospacer adjacent motif). Les
systémes endogénes de réparation de ' ADN s’activent alors pour réparer la cassure de I'ADN.
La jonction d'extrémités non homologues (NHEJ) favorise la ligature directe de la molécule
d'ADN brisée. En raison de I’imperfection du systeme NHEJ, cela peut entrainer I’introduction
ou la délétion de paires de base, causant souvent une perte d’expression génétique et une

absence de protéines dans la cellule.

Ici, des cellules T primaires, préalablement activées ont été utilisées. Les cellules analysées a
la fin de I’expérience sont donc un pool de cellules, et non une lignée cellulaire avec des
caractéristiques génétiques uniques. Ce choix permet de reproduire in vitro I’impact d’une

absence de la protéine NBEAL2 dans un systéme endogéne.

L’¢lectoporation de cellules T activées avec des complexes ribonucléoprotéiques (RNP)
fabriqués directement a partir de la protéine Cas9 recombinante (IDT, référence #10000735) et
de guides ARN synthétiques ont montré une efficacité élevée sur un certain nombre de cibles.

C’est donc la technique qui a été adoptée.
6.1. Stratégie de design des guides ARN

Le choix de la localisation des guides a été fait en suivant les principes d’efficacité explicité

dans le chapitre 9 du livre «Target Discovery and Validation: Methods and Strategies for Drug

Laure DELAGE Thése de doctorat 77



Discovery » de A.T. Plowright '*°. Le premier objectif est de trouver un guide ayant la capacité

de cibler le plus grand nombre de transcripts possibles pour le géne étudié.

11 faut ensuite cibler une séquence a au moins 50 nucléotides (nt) en aval d'une jonction d'exons.
Il faut également éviter de cibler une séquence située dans les 200 premiers nucléotides du
codon d’initiation de la protéine, afin d’éviter que la traduction ait quand méme lieu grace a un
site d’initiation de la traduction secondaire. Il faut éviter de viser un exon long (<400 nt) ou un
exon dit « symétrique », c¢’est-a-dire contenant un nombre de nt multiple de 3. En effet si un
exon symétrique est ciblé, cela pourrait entrainer le saut d’un exon a 1’étape de traduction et le
cadre de lecture ne serait pas décalé, causant peut-&tre la formation d’une néo-protéine avec

seulement un exon manquant.

Une fois la région d’intérét identifiée, sa séquence peut étre importée dans 1’outil CRISPOR

(http://crispor.tefor.net/ 2°°) qui permettra d’obtenir une liste des guides candidats. Des scores

de spécificité sont attribués a chaque guide. On ne retiendra que les guides ayant un score MIT
> 50201, Les guides idéaux possédent une teneur en GC comprise entre 40 et 60%. De plus, une
guanine en -1 du PAM est favorable, alors qu’une adénine en -1 du PAM est a éviter.

Les guides se localisant sur des polymorphismes ou ceux pouvant reconnaitre un grand nombre
de séquences avec un faible nombre de mismatch, sont évités.

Six guides ARN ont ainsi été¢ générés pour I’obtention de KO NBEAL2 et 6 autres pour
I’obtention de KO LRBA. Leurs séquences sont données dans le Tableau 6. Les guides ont été

commandés chez IDT a 10 nmol sous le format « single guide RNA » (sgRNA).

Tableau 6: Liste des guides RNA utilisés pour générer les KO par CRISPR-Cas9

Nombre de transcripts ciblés
Nom du guide Séquence du guide (sans la PAM) Pourcentage GC Sens
/ transcripts codants
LRBA ex3 TTACGTGCCAAGCAGAAGTC 50% Forward 5/11
LRBA ex22 CCCACTCATATTTGACTGCA 45% Forward 6/11
LRBA ex27 AAAGGAATAAGGCTATGCAT 35% Forward 8/11
LRBA ex44 GACAAATCTCTGAAGTTGGT 40% Forward 8/11
LRBA ex50 CAACTCCCCTGTTACTCACG 55% Reverse 7/11
LRBA ex55 GTTATCATCTGTTTCCATCG 40% Forward 7/11
NBEAL?2 ex4 GGCCTGCCTCTATGTTCTCC 60% Reverse 2/6
NBEAL?2 ex14 TCTTTACCAGCAGCGGCTCA 55% Forward 3/6
NBEAL2 ex33 CCTGGAGGGGCTACGCTACA 65% Forward 4/6
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NBEAL2 ex37 TACGGAACCAGGTGTACTCG 55% Forward 4/6

NBEAL2 ex 41 CACCGAGTGGAACTGCCGGT 65% Reverse 5/6

NBEAL2 ex 48 GGAAAGCTGCTATTCAGCGG 55% Forward 5/6

La localisation des guides par rapport aux domaines protéiques connus des protéines est

représentée en Figure 25:
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Figure 25: Positions, au niveau protéique, des guides RNA utilisés pour générer des KO de NBEAL2 ou de LRBA par le
systeme CRISPR-Cas9

6.2. Protocole détaillé

Le protocole utilisé¢ est schématisé a la Figure 26 :

Marquages des checkpoints

X . immunitaires
Restimulation du

Electroporation avec ) PN
Décongelation les complexes TCR avec des billes ~
des cellules T Activation CD3 coaté, guides/Cas9 L2 CD3/CD28
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Figure 26: Schéma du protocole utilisant le systeme CRISPR-Cas9 pour générer des cellules T primaires activées KO
NBEAL2 ou LRBA
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6.2.1. Décongélation et mise en culture des cellules

Le premier jour (JO), les flasques de cultures sont recouvertes avec un anticorps anti-CD3 (clone
UCHT]I, Invitrogen #16-0038-85) a 0,3 pug/mL dans du PBS (20mL / flasque T150).
L’incubation est faite pendant 4h a 37°C. La décongélation de cellules T préalablement
purifiées a partir de sang de donneurs sains de ’EFS a été faite dans 10 mL de milieu
Immunocult chaud. Les cellules ont ét¢ comptées a I’aide du compteur automatique Vi-Cell
(Beckman Coulter), puis les cellules ont été centrifugées 6min, a température ambiante (TA), a
1250 rpm. Les cellules ont été resuspendues a 500 000 cellules/mL dans du milieu Immunocult
Complete (IC-C) medium (ImmunoCult - XF T Cell Expansion Medium, StemCell #10981 ;
2% FBS from LifeTechnologies #10500; 1% penicilin/Streptomycin, LifeTechnologies
#15140-122). L’anticorps anti-CD28 (clone 28.2, Ozyme #BLE302934) a été ajouté a la

concentration finale de 0,06 pg/mL.
La solution d’anti-CD3 présente dans les flasques a été aspirée et les flasques ont été lavées 3

fois avec 10 mL de PBS. 40 mL de solution cellulaire ont ét¢ ajoutés par flasque et incubées a

37°C pendant 4 jours.
6.2.2. Préparation des réactifs en amont de I’'électroporation

Au 4™ jour, les cellules ont été électroporées. Préalablement a 1’électroporation, les complexes
ribonucléoprotéiques (RNP) entre I’enzyme Cas9 (Alt-R Cas9 Nuclease V3, IDT, 10 mg/ml,
Mw: 162 kDa, #10000735) et les guides RNA ont été¢ formés 20 min a température ambiante,
dans un tampon ne contenant pas de nucléases (IDT, #1072570, lot#313547) suivant les

dilutions suivantes :

Tableau 7 : Formation des complexes ribonucléoprotéiques entre la Cas9 et les guides ARN

Composés| Volume (ul)/ électroporation pour 1 millions de cellules
Nuclease free duplex buffer 2,1
Alt-R guide RNA 1,2 (120pmol)
Alt-R cas9 enzyme (61uM stock) 1,7 (104pmol)
Volume total 5

L’¢lectroporation et la remise en suspension des cellules apres électroporation doivent se faire

trés rapidement, tous les réactifs sont donc préparés juste avant la nucléofaction.

Le systeme de nucléofaction Amaxa™ 4D-Nucleofector a été réglé sur les nucléocuvettes 16-

puits et le programme P2-EH100.
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Le tampon amplificateur d’électroporation (IDT, #1072570, lot#313547) a été re-suspendu
dans le tampon sans nucléase a 100 nM. Le milieu Immunocult supplémenté avec de
I’interleukine-2 (R&D Systems, #202-1L) ; FBS 2% ; Pen/Strep 1% a été préparé et préchauffé
a37°C.

Le supplément Nucleofector a ét¢ ajouté a la solution Nucleofector du kit P2 Primary Cell 4D
X Kit S (LONZA #V4XP-2032). Une plaque de 96 puits a fond plat a été préparée avec 125 pL
de milieu IC-C+IL-2 a 37°C par puits. De plus 50 pL. de milieu IC-C+IL-2 / électroporation ont

¢été mis a 37°C pour re-suspendre les cellules directement apres 1’électroporation.
6.2.3. Electroporation des cellules

Les cellules T pré-activées ont été rassemblées dans un tube Falcon et centrifugées a 320g, a
TA pendant 10 min. Un lavage avec 30mL de PBS a été réalisé, puis les cellules ont été re-
suspendues dans 10 mL de PBS et leur nombre a été déterminé a 1’aide du compteur
automatique Vi-Cell. Dans un nouveau tube Falcon, le volume nécessaire de suspension pour
obtenir 1.10° cellules / électroporation a été ajouté et complété jusqu’a 30 mL de PBS, puis
centrifugé 10 min, a 320g, a TA. Le surnageant a été aspiré au maximum sans perturber le culot.
Les cellules ont ensuite été re-suspendues dans la solution P2-4D Nucleofactor™ X Solution :
20uL/1.10° cellules/électroporation. 1uL d’amplificateur d’électroporation pour chaque 20 pL
/ électroporation a été ajouté. Puis les cellules ont été divisées et 5 pL. de solution RNP ont été
ajoutés pour chaque électroporation en pipetant 2-3 fois. Chaque condition a été ajoutée a une
cupule de la Nucleocuvette (25 pL au total). L’absence de bulles dans toutes les cupules a été
vérifiée et la nucleocuvette a été placée sur I’Amaxa. Immédiatement apres électroporation, 50
uL de milieu IC-C+IL-2 chaud ont été ajoutés a toutes les cupules. Les 75 puL de suspension

cellulaire ont été transférés dans la plaque de 96 puits préalablement préparés.

Les cellules ont été incubées pendant quatre jours a 37°C.
6.2.4. Poursuite de la culture

A J7, les cellules sont entretenues en les diluant au 1/3 dans du milieu IC-C+IL-2.

A J8, les cellules sont comptées et restimulées par des Dynabeads® Human T-Activator
CD3/CD28 a 1 billes /16 cellules. Les cellules sont remises en culture dans des plaques a 100
000 cellules / 100 pL de milieu X-Vivol5 (Lonza, #BE02-061Q) + 1% pen/strep par puits en

incubation a 37°C.
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6.2.5. Marquage en cytométrie de flux

Chaque jour post re-stimulation (24, 48 et 72h post ré-activation), les surnageants ont été
prélevés et conservés a -20°C et les cellules ont été marquées pour analyser 1’expression des
checkpoints immunitaires sur le cytometre Cytek® Aurora CS selon le protocole décrit au

paragraphe 4.1.2.
6.2.6. Extraction de protéines, d’ADN et d’ARN

72h post réactivation, une partie des cellules restantes a été mise en culots secs pour extraction
ultérieure a 1’aide du kit Quick-DNA/RNA Miniprep (Zymo Research). Le reste des cellules a
été lysé afin d’extraire les protéines des différentes conditions expérimentales (un lysat par

guide testé).
7.Analyses transcriptomiques

7.1. Séquencage ARN bulk

Les analyses Bulk-RNA-Seq ont été réalisées sur des lymphocytes T activés avec des billes
CD3/CD28 a partir de PBMC congelées extraites d'échantillons sanguins sur héparinate de
lithium. L'ARN a été extrait avec le kit RNeasy Mini (Qiagen) en suivant le protocole du

fournisseur avec 1’étape de DNase.
La suite du protocole a été réalisé par la plateforme de génomique de I’institut Imagine.

La qualité des ARN a été évaluée par €lectrophorése capillaire en utilisant des réactifs ARN a
haute sensibilité avec le Fragment Analyzer (Agilent Technologies) et la concentration en ARN
a été mesurée en utilisant a la fois la spectrométrie utilisant I'électrophorese capillaire Xpose
(Trinean) et le Fragment Analyzer. Les librairies RNAseq ont été préparées a partir de 1 pg
d'ARN total en utilisant le kit Universal Plus mRNA-Seq (Nugen) tel que recommandé par le
fabricant. Les ¢cDNA produits a partir de la fraction poly-A+ ont été séquencés sur un
NovaSeq6000 d’Illumina (Paired-End lit 100 bases + 100 bases). Un total d’environ 50 millions

de lectures a été produit, par bibliothéque.
7.2. Séquencgage ARN sur cellules uniques

Les analyses de séquengage ARN sur cellules uniques (sc RNA Seq) ont été réalisées sur les

PBMC congelées, préalablement isolées d’échantillons sanguins sur héparine. La décongélation
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des PBMC a été réalisée suivant le protocole de 10x Genomics. Les librairies sc-RNA-Seq ont
été générées en utilisant les kits Chromium Single Cell 3’ Library & Gel Bead Kit v.2 /v.3 ou

v.3.1 de 10x Genomics selon les recommandations du fournisseur.

Les cellules ont été comptées, diluées a 1000 cellules/uL dans du PBS + 0,04 % et 20 000
cellules ont été chargées dans le 10x Chromium Controller pour générer des gouttes encapsulant
des cellules uniques. Apres transcription inverse, les gouttes ont été rompues. Les cDNA barre-
codés ont été isolés, amplifiés et indexés par PCR. Les banques purifiées ont été séquencées sur

un Novaseq 6000 (Illumina).
8.Analyses protéomiques

8.1. Immunoprécipitation

8.1.1. Activation des cellules

Pour I’immunoprécipitation de CTLA-4, des cellules T isolées du sang de donneurs sains ont
été utilisées. Une comparaison entre cellules T non activées et cellules T activées via le TCR a
été réalisé chez 3 donneurs. Les cellules T non stimulées expriment peu CTLA-4 et ont constitué
un contrdle négatif de I’'immunoprécipitation. L’activation des cellules a été faite avec des
Dynabeads CD3/CD28 (ThermoFisher, # 11141D) : 1 bille pour 30 cellules. Et les cultures ont
été faites a 1.10° cellules/mL a 37°C dans du milieu Immunocult + 1% penicillin/streptomycin.
Aprées quatre jours de culture, les cellules T activées ont été comptées et re-suspendues dans du
milieu d’ Immunocult +1% P/S+IL-2. Le 5™ jour, les cellules ont été lysées. Le méme jour, les

cellules T non activées ont été décongelées et rééquilibrées 1h a 37°C puis lysées.

Pour I’immunoprécipitation de NBEAL2, des PBMC de deux patients GPS et de deux donneurs
sains ont été stimulées par des Dynabeads CD3/CD28 (ThermoFisher, # 11141D) et cultivées
dans un milieu Panserin Complet, comme décrit au paragraphe 2.2. Les cellules ont été

comptées et lysées apres 10 jours de culture.
8.1.2. Couplage des anticorps aux billes

La veille des expériences d’ immunoprécipitation, les anticorps nécessaires ont été couplés a des
billes de résine agarose fonctionnalisées avec des groupements aldéhydes permettant le

couplage covalent aux amines libres des anticorps.

Les anticorps utilisés sont :
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- anti-CTLA-4 rabbit (ref Ab251599, Abcam, lot GR3344009-7) a 0,998 mg/mL
- Ou anti-NBEAL2 rabbit (ref Ab ab250919, Abcam)

Pour 4 conditions d’IP, le couplage de 50ug d’anticorps aux billes a été fait grace au kit Thermo
Pierce Direct IP kit (ThermoFisher, ref 26148) selon les instructions du fournisseur. Apres les
deux derniers lavages, les billes ont été resuspendues dans 400 pL. de tampon Conditionning

Buffer 1x et conservées a 4°C pendant 24h.
8.1.3. Cross-link et lyse cellulaire

Un cross-linker réversible a été utilisé pour préserver les interactions protéines-protéines : le
dithiobis[succinimidylproprionate] (DSP, Thermofisher, #22586, lot WB309463). Le DSP
n’est pas soluble dans I’eau et a été dilu¢ juste avant son utilisation dans du DMSO a une
concentration de 10mg/mL, soit environ 25mM. Il a ensuite été dilué dans du PBS au 1:25¢ (100

mL de DSP a 1mM final).

Les cellules ont été comptées et centrifugées (Smin, 300g, TA) puis lavées avec 30mL de PBS
froid. SmL de la solution de DSP a ImM ont été ajoutés sur les culots secs, et ce volume a été
complété a 30mL apres dissolution du culot a la pipette. Les cellules ont été incubées avec le
cross-linker 30 min, a TA, sous agitation. Puis 750 pL de TRIS 1M ont été ajoutés a chaque
solution et agités 3 min a RT. Apres une centrifugation (300g, Smin, 4°C) le culot a été lavé
avec 30 mL de PBS froid puis les cellules ont été recentrifugées (600g, Smin, 4°C). Les culots
ont été resuspendus dans le tampon de lyse Octyl dont la composition est décrite dans le Tableau

8. Les solutions ont été soniquées 3 fois pendant 10 secondes.

Tableau 8: Composition du tampon de lyse pour les immunoprécipitations

Quantité pour 100mL Réactifs Fournisseur Réf.
de tampon de lyse
2,5 mL (IM) 25mM Tris Invitrogen 15567-027
3mL (5M) 150mM NaCl Sigma S5150-1L
1,2g (1,2%) n-Octyl-#-D-glucopyranoside Merck 494460-5gm
64mg NaF Sigma S7920-100g
440mg Sodium pyrophosphate tetrabasic decahydrate |Sigma S6422-100g
2 pastilles complete protease inhibitor cocktail ChemCruz sc-29130
ImL Na3VO0O4 100mM NEB P0758L
92mL H20
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Pour chaque condition, 10 pLL de benzonase (Sigma, #E1014-25KU, lot #SLCG1171) ont été
ajoutés. La benzonase est une endonuclease permettant de "digérer" I'ADN issus des cellules
apres lyse. Les lysats ont été incubés pendant 2h sous agitation en chambre froide. Les lysats
ont été centrifugés a 15000 rcf, a 4°C pendant 15 min, puis le surnageant a été transféré dans
un nouveau Falcon et une partie du lysat (100 pL, fraction INPUT) a été congelée. Les lysats
ont été conservés sur glace le temps de réaliser un dosage protéique a 1’aide du kit Pierce™

BCA Protein Assay Kit (Thermofisher, #23225).
8.1.4. Immunoprécipitation

Les concentrations des lysats ont été ajustées si nécessaire suivant les résultats des dosages
protéiques. L’équivalent 15 pg de billes couplées a 1’anticorps la veille a été ajouté a chaque

condition. Les lysats ont été agités sur une roue en chambre froide, pendant toute une nuit.

Le lendemain, les tubes Falcons ont été centrifugés 5 min, 1200g, 4°C. 100uL des surnageants
obtenus (Flow-through) ont été conservés sur glace. Le reste des surnageants a été aspiré avec
une pointe effilée et les culots ont été lavés avec 10 mL de tampon de lyse froid, puis centrifugés
a 1200g, 5 min, a 4°C. Les culots de billes ont été re-suspendus dans 400 puL de tampon de lyse
froid et déposés sur des colonnes Pierce Spin Cups (Thermofisher, # 69700). Trois lavages ont
été effectués en changeant le tube eppendorf sous la colonne a chaque fois, et en déposant les
400 pL de tampon de lyse dans le tube Falcon puis sur les billes de la colonne. Entre chaque

lavage, une centrifugation de 2 min a 4°C 1200g a été réalisée.
8.1.5. Elution des protéines accrochées aux billes/anticorps

Une solution de 1x Blue loading buffer (3x Blue loading buffer, Cell Signaling Technologies,
#56036S dilué dans de I'eau) a été préparée. 50 uL ont été ajoutés sur chaque colonne retenant
les billes et incubés 20 min a 60°C, a 1000 rpm afin de dénaturer les protéines. Aprés une
centrifugation (5Smin, 5000g, TA), I’¢éluat est récupéré et 3uL de B-mercaptoéthanol (Biorad, ref
#1610710) y sont ajoutés. Les ¢éluats sont ensuite réduits 5 min a 60°C sous agitation, puis

déposés sur le gel.

Les fractions des lysats protéiques initiaux (input) ainsi que les fractions des ¢luats finaux (flow-
through) ont été dénaturées et réduites avec du Blue loading buffer et du B-mercaptoéthanol

pendant 20 min a 60°C, a 1000 rpm.
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8.1.6. Immunoblotting

Des gels midi 4-15%, 12 puits (Biorad, #5671083) ont été utilisés et une migration des
¢chantillons pendant 1h30 a 180V a été réalisée dans un tampon Tris Glycine SDS 10x (Biorad,
#161-0732) dilué au 10°™ dans de 'eau. Les gels ont été trempés dans un bain d’éthanol 20%
pendant 2 min avant le transfert. Les transferts ont été réalisés sur des membranes de
nitrocellulose (Trans-Blot Turbo Midi 0.2 um Nitrocellulose Transfer Packs, Biorad,
#1704159) avec le programme 2.5A, 25V, 15 min (spécifique pour les hauts poids moléculaires)
sur le dispositif Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Biorad, #1704150). Une coloration au
rouge Ponceau (Sigma, #P7170-1L) a été réalisée pour vérifier la présence de protéines sur la
membrane, puis cette coloration a été lavée au TBS 1X. Les membranes ont été saturées avec
une solution de lait (PanReac AppliChem, #A0830) a 10% dans du TBST 1X (Cell signaling,
#9997). Les hybridations des anticorps primaires ont été réalisées sur la nuit a 4°C dans une

solution de lait 10%, TBST 1X :
- NBEAL2 (Abcam, #Ab187162, lot GR32045803) : dilution au 1000 *™
- CTLA-4 (Abcam, #Ab237712, lot GR336078011) : dilution au 1000 ™
- CTLA-4 (SantaCruz Biotechnology, #sc-376016) : dilution au 200 ¢™®
- LRBA (Sigma Prestige, #HPA-023597, lot 00002244) : dilution au 1000 ™

Le lendemain, deux lavages avec du TBST 1 (5 min, TA, sous agitation) et deux lavages avec
du TBS 1X ont été réalisés. Les anticorps secondaires couplés a la HRP ont été dilués dans la
solution de lait 10% et incubés 1h, a TA, sous agitation :

- Mouse monoclonal [SB62a] Anti-Rabbit IgG light chain (HRP), (Abcam, #ab99697, lot

GR3330192-1) : dilution au 10000 ¢m®

- Goat anti-mouse IgG1 (HRP) (Millipore, #AP192P, lot 2966512) : dilution au 10000°™®
Apres incubation, deux lavages avec du TBST 1 (5 min, TA, sous agitation) et deux lavages
avec du TBS 1X ont été réalisés. Les substrats ont été préparés : SuperSignal West Dura
(Thermo #859024 + 859025) ou Femto (Thermo #1859022 + 1859023). Aprés 5 min
d’incubation sous agitation a TA des substrats sur les membranes, elles ont été révélées sur des
hyperfilms ECL (Amersham, #28906836) sur la développeuse de films radiologiques Optimax

(Protec) ou a I’aide d’un systéme d’imagerie Chemidoc MP (Biorad).

Apres révélation, les membranes ont été lavées puis conservées a 4°C dans du TBS 1X.
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Lorsqu’une deuxi¢me révélation de la membrane est nécessaire, il faut détacher les anticorps
(primaire et secondaire) toujours accrochés a la membrane, afin de pouvoir de nouveau hybrider

la membrane avec d’autres anticorps primaires.

Dans ce cas, les membranes ont été strippées avec un tampon de stripping (Millipore, #2060-1,
lot #3202438) dilué dans de ’eau au 10°™, incubation 15 min sous agitation, a TA. Quatre
lavages ont été réalisés puis les membranes ont été bloquées de nouveau avec une solution de
lait 10% pendant 1h sous agitation a TA permettant une nouvelle incubation avec un anticorps

primaire peut alors étre réalisée.
8.2. Interactome de NBEAL2 en spectrométrie de masse

Préparation des échantillons protéiques

Apres I'immunoprécipitaiton de NBEAL?2 et de ses partenaires a partir de cellules T activées
avec des billes CD3/CD28 de deux contrdles sains et deux patients GPS, les lysats protéiques
obtenus ont été¢ déposés sur un gel Novex 4-20%. Migration a 180V pendant 1h30. Le gel a été
coloré au PageBlue (Thermofisher, #24620). Six bandes ont été découpées pour chaque puits
(échantillons) et mis dans des tubes Axygen dans 500 puL. d’une solution de bicarbonate

50mM/acetonitrile (50/50).
Digestion des bandes de gels

Les bandes de gels ont ét¢ lavées par une solution d’acétonitrile et de bicarbonate d’ammonium
a 50 mM (CH3CN/NH4HCOs3 50/50 (v/v)). La réduction des ponts disulfures est réalisée en
ajoutant du DTT (5 mM) et le mélange est incubé 30 min a 56°C. Aprés un nouveau lavage,
I’étape d’alkylation des cystéines est réalisée par I’addition d’iodoacétamide a 15 mM pendant
30 min a température ambiante et a I’obscurité. Deux nouveaux lavages avec la solution de
CH3CN/NH4HCO:s sont réalisés, puis les protéines sont digérées par ajout de 600 ng de trypsine
(Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega) une nuit a 37°C et a I’obscurité. Le surnageant
est conservé et les bandes de gel sont rincées avec une solution constituée de 75% CH3CN,
25% H20 et 0,2% HCOOH (v/v) pendant 10 min. Le surnageant est ajouté au précédent. La
bande est une nouvelle fois rincée dans une solution constituée de 90% de CH3CN, 10% d’H,O
et 0,2% d’HCOOH (v/v) pendant 10 min et le surnageant est ajouté aux autres surnageants. Le

total est ensuite concentré pour obtenir un volume final de 60 pl pour injection en LC-MS/MS.
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LC-MS/MS

Les analyses LC-MS/MS (chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en
tandem) sont réalisées sur un systéme NanoAcquity UPLC (Waters) couplé a un spectrometre
de masse Orbitrap Fusion (Thermo Scientific) équipé d’une source nanospray. Les peptides
issus de la digestion protéique sont injectés en duplicate sur une pré-colonne de pré-
concentration (Symmetry C18, 180 um x 20 mm, Waters). Les peptides sont piégés sur la pré-
colonne pendant 4 min a un débit de 15 pl/min de Tampon A (0,2% HCOOH). La pré-colonne
est ensuite mise en ligne avec la colonne analytique (BEH C18, 75 um x 250 mm, Waters). Un
gradient ((5% a 30%) de Tampon B (H2O/CH3CN/HCOOH, 10:90:0,2 ; v/v) en 85 min suivi
de 30% a 90% de Tampon B en 10 min et de 90% de Tampon B pendant 5 min) permet la

séparation des peptides sur la colonne analytique a un débit de 300 nL/min.

L’acquisition par spectrométrie de masse est réalisée en mode data-dépendant avec le logiciel
Xcalibur 4.3.73.11 (Thermo Scientific) et deux types de spectres de masse sont acquis. Le
premier type de spectres correspond aux spectres MS en mode FTMS sur une gamme de masse
de m/z de 325 a 1200 avec une résolution de 120000. Le second correspond a la MS/MS en
mode ITMS en fonctionnement Top-Speed avec un temps de cycle de 2 s, une valeur cible
(AGC Target) de 10000) et une durée maximale d’injection de 35 ms. La fragmentation est
réalisée par HCD (Higher-energy collisional dissociation, dissociation par collision a haute
énergie) avec une énergie de collision normalisée de 27%. L’exclusion dynamique a été utilisée

avec un « repeat count » de 1 et une durée d’exclusion de 50 s.
8.3. Protéomes totaux en spectrométrie de masse

Afin d’analyser les inputs (fractions initiales) des immunoprécipitations précédentes, des
protéomes totaux ont été réalisés sur les lysats des cellules T activés pour deux patients GPS et
deux contrdles, ainsi que les lysats de cellules T, avant et apres activation, de deux donneurs

sains.

Les échantillons sont déposés sur un gel 10% de polyacrylamide (10% Criterion TGX Precast
Midi Protein Gel, Bio-Rad) et la migration est stoppée une fois que la totalité de 1’échantillon
déposé dans le puits est rentrée dans le gel de concentration. Les bandes correspondantes sont
découpées a I’aide d’un scalpel. Les mémes protocoles de digestion, d’acquisition et d’analyse,

précédemment utilisés pour 1’interactome ont ét¢ appliqués.
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9.Tests fonctionnels

9.1. Tests d’apoptose et d’'AICD

La fonction d'apoptose peut étre testée sur des lymphocytes activés par des billes CD3/CD28
in vitro en quantifiant la mort induite lors de stimuli apoptotiques impliquant soit la voie
extrinséque soit la voie intrinséque de 1’apoptose. Le laboratoire a développé un protocole
permettant de suivre 3 voies d’apoptose : la voie induite par FAS, la voie induite post activation
cellulaire (AICD) ou la mort autonome des cellules activées (ACAD) 2°2. Dans ce projet, les
tests d'apoptose et d'AICD sont effectués sur des lymphocytes T activés, entre 9 et 15 jours
aprés stimulation des PBMC. Dans le test d'apoptose, les cellules T sont cultivées avec 20 ou
100 ng/mL de l'anticorps agoniste anti-Fas Apol.3 pendant 24h. Apol.3 a ensuite été réticulé
avec un anticorps de lapin anti-souris (10 pg/mL), ce qui permet de tester la voie d’apoptose
induite par FAS. En paralléle, les cellules T sont réactivées avec 0,05pug/mL de SEE ou 2ug/mL
de PHA pendant 16-24h. La staurosporine est utilisée comme contrdle positif car elle induit
l'apoptose par des mécanismes a la fois dépendants et indépendants des caspases conduisant a

la mort de plus de 90 % des cellules T activées.

La mort cellulaire est détectée grace a de la quantification des noyaux hypodiploides aprés une

coloration a l'iodure de propidium (IP). L’apoptose est quantifiée et renormalisée par rapport a

I’apoptose spontanée, selon la formule 22 :

% apoptose observée dans l'échantillon — % apoptose spontannée 100

100 — % apoptose spontannée

9.2. Tests de dégranulation des cellules T CD8+

Les blastes lymphocytes T ont été stimulés pendant 4 h avec des concentrations d’anti-CD3
immobilisés variants de 0,3, 3 et 30 pg/mL, en présence d'anti-LAMP-1/2 (CD107a/b) conjugué
a la PE (H4A3, H4B4; BD Biosciences) 2. CD107a/b sont des marqueurs de 1’exocytose des
granules lytiques. Les cellules ont ensuite été lavées et colorées pour l'expression de CD3, CD4

et CDS et analysées par cytométrie en flux.
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9.3. Tests de prolifération

Les lymphocytes T activés sont lavés et cultivés sans IL-2 pendant 72 h pour synchroniser les
cellules. Les cellules sont marquées avec le colorant CellTrace Violet (Invitrogen, # C34571)
selon les instructions du fabricant. Ce colorant, qui traverse passivement la membrane
plasmique se lie de fagon covalente a toutes les amines libres a la surface et a I’intérieur des
cellules, et permet de visualiser environ une dizaine de génération cellulaire. Les cellules sont
ensuite cultivées pendant quatre jours dans du milieu Panserin 401 complet seul ou en présence
de 0,1, 1 ou 10 pg/mL d'anticorps anti-CD3 immobilisées (clone OKT3 ; eBioscience),
dynabeads Human T-Activator CD3/CD28 (Invitrogen), 100 Ul/mL d'IL-2, 2,5 pg mL-1 de
PHA (phytohemaglutinine) (Sigma). Aprés quatre jours, les cellules sont marquées en surface
pour la détection des molécules CD3, CD4, CDS8 et CD25 et analysées par cytométrie en flux
(LSRFortessa X-20 SORP ; BD Biosciences). L'indice de prolifération (correspondant au
rapport du nombre total de divisions par le nombre de cellules qui se sont divisées) a été calculé

a l'aide du logiciel FlowJo v.10.7.1 (BD) .
10. Stratégie d'analyses des exomes

Afin d’analyser les exomes des patients, la base de données Polyweb, développée par la
plateforme bioinformatique de I’institut Imagine, a été utilisée.
Un variant est considéré comme candidat s’il répond aux critéres ci-dessous :
- derareté : évalué par rapport aux autres variants trouvés au sein de I’institut ainsi qu’aux
fréquences des variants reportés dans la base de données internationales GnomAD 2%,
- de pathogénicité : un score SIFT 2% (Sorting Intolerant From Tolerant) tendant vers 0 ;
un score Polyphen 2%¢ (Polymorphism Phenotyping) tendant vers 1, et pour les mutations
ponctuelles un score CADD %7 (Combined Annotation-Dependent Depletion) >20.
- du type de variants trouvés : par exemple, une mutation conduisant a un stop précoce
est considérée plus intéressante qu’une mutation synonyme.
Suivant le but de I’analyse, différentes stratégies ont été adoptées.
Si le but de I’analyse est de trouver 1’ensemble des variants pathologiques pour un gene donné,
I’outil PolyDé¢jaVu a été utilisé. Il permet de filtrer toutes les mutations d’un géne sur
I’ensemble des exomes réalisés a l’institut Imagine. Les variants peuvent ensuite étre

sélectionnés suivant leur rareté ainsi que leur pathogénicité.
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Si le but est de déterminer les variants pathogéniques pour un patient dont aucune cause
génétique n’est connue, 1’outil PolyWeb est utilisé. Il permet de chercher des variants candidats

dans une liste de génes préétablis ou dans 1I’ensemble des génes codants.

L’adéquation entre les symptdmes du patient et le géne, ou les génes candidats trouvés, est
ensuite évaluée par une revue de la littérature ainsi que I’utilisation de la base OMIM 2%,

Une liste de génes préétablie a été utilisée pour déterminer ou écarter des variants candidats
dans des geénes associés a des déficits immunitaires déja décrits (Annexe 12, Tableau 30). Une
liste de geénes a également été utilisée pour étudier des variants dans des génes responsables de
thrombopénies constitutionnelles ou ayant un role clé dans le développement des plaquettes et

de la lignée mégacaryocytaire (Annexe 13, Tableau 31).
11. Analyses bioinformatiques

11.1. Analyses transcriptomiques

RNA Seq bulk

Les fichiers FASTQ ont été alignés sur la référence ENSEMBL Human (GRCh39/hg39) a I'aide
de HISAT?2 et comptés par la fonction featureCounts du package R Subread. Ces analyses ont
été réalisées en collaboration avec le laboratoire du Dr Micka€l Ménager et la plateforme de

bioinformatique de I’institut Imagine.

Analyse d’expression différentielle

La matrice brute a été analysée dans R (v 4.0.3) en utilisant DESeq?2 (version 1.30.1). Aucun
pré-filtrage n'a été appliqué aux données. L'analyse de l'expression différentielle a été réalisée
a l'aide de la fonction DESeq avec les parameétres par défaut. Pour la visualisation et le
regroupement, les données ont été normalisées a 1'aide de la méthode de transformation

stabilisatrice de variante implémentée dans la fonction vst.

La corrélation de Pearson a été utilisée comme mesure de distance pour le regroupement, et
toutes les cartes thermiques et figures ont été générées a 1'aide de pheatmap (version 1.0.12) et

de ggplot2 (version 3.3.5).

Correction de ’effet de batch

Les premiceres analyses exploratoires ont mis en évidence la présence d'un fort effet de batch

provenant du sexe des échantillons. Cet effet a été corrigé en incluant le sexe des patients dans
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la formule de régression pour DESeq (~Sexe + Groupe), puis supprimé apres transformation

vst, en utilisant removeBatchEffect du package limma (version 3.46.0).

Les analyses fonctionnelles ont été réalisées a 1'aide du logiciel Ingenuity Pathway Analysis
(IPA, Qiagen), du logiciel Gene Set Enrichment Analysis, du logiciel Cytoscape et du site
EnrichR 2% 210 (https://maayanlab.cloud/Enrichry/).

Sc RNA Seq

Ces analyses ont été réalisées en collaboration avec le laboratoire du Dr Mickaél Ménager et le

labTech Single-cell de I’institut Imagine.
Principe de la UMAP

Les données de séquengage en cellules uniques sont complexes. En effet pour chaque cellule,
qui sera identifiée par un barre-code, nous obtenons le nombre de transcrits détectés pour
chaque géne. Une cellule peut donc étre traitée comme un point dans un espace mathématique

du méme nombre de dimensions qu’il y a de génes détectés.

L’humain n’étant pas capable de visualiser des objets en plus de trois dimensions, il faut donc
réduire cet espace pour pouvoir visualiser les cellules. Ainsi, pour représenter des données de
séquencage en cellules uniques, on projette chaque cellule dans un nouvel espace a deux
dimensions, ou ces deux dimensions résument les informations contenues dans toutes les
dimensions initiales (ici, I’expression des genes).

Plusieurs algorithmes permettent cette réduction de dimensions, et nous avons ici choisi
d’effectuer une UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection). Sur une UMAP,
chaque point représente une cellule. Cette méthode permet de conserver les distances entre les
cellules : deux cellules ¢loignées sur la UMAP auront des profils d’expression transcriptomique

tres différents, alors que des cellules proches I’'une de 1’autre seront des cellules assez similaires.

Un clustering est ensuite réalisé, qui vise a grouper les cellules ayant des profils
transcriptomiques proches, et donc susceptibles d’appartenir a la méme population cellulaire.
Chaque cluster peut ensuite étre identifié grace a des marqueurs biologiques d’un sous-type
cellulaire. Par exemple, les lymphocytes B formeront un cluster distinct des cellules myéloides.
En utilisant une UMAP, les distances entre les clusters sont importantes. Ainsi, les clusters
ayant des contenus transcriptomiques proches, par exemple plusieurs sous-types de
lymphocytes T, seront proches les uns des autres ; et beaucoup plus éloignés des clusters de

monocytes, qui ont un transcriptome différent.

La forme de la UMAP va dépendre des données initialement utilisées pour la générer.
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Méthodes d’anlyses du sc RNA Seq

Les lectures de séquencage ont ét¢ démultiplexées et alignées sur le génome humain de
référence (GRCh38, version 98, construit a partir de Ensembl sources), en utilisant le

CellRanger Pipeline v3.0.2.

Les décomptes des UMI (Unique Molecular Identifiers) d'ARN non filtrés ont été chargés dans
Seurat v4.0.4 (Stuart et al., 2019) pour le controle qualité, 1'intégration des données et les
analyses en aval. Les cellules apoptotiques, les gouttes vides et les doublets, ont été exclus en
filtrant les cellules avec moins de 500 génes détectés ou un contenu mitochondrial supérieur a
20 %. Les données de chaque échantillon ont été normalisées et mises a 1'échelle avec la
méthode sctransform, avant la correction du batch effect a l'aide de la fonction

FindIntegrated Anchors de Seurat.

Sur cet ensemble de données intégrées, 1'analyse en composantes principales (ACP) a été
calculée sur les 3000 genes les plus variables. La UMAP a été réalisée a l'aide des 30
Composantes Principales (CP) les plus importantes et la détection des clusters a été réalisée a
l'aide de l'algorithme de Louvain d'optimisation de la modularité basé sur des graphes de la

fonction FindClusters de Seurat avec une résolution de 1,8.

Les clusters ont ét¢ identifiés sur la base d'une liste de génes marqueurs établie manuellement

ainsi que des signatures publiées des sous-types de PBMC 2!!,

Tous les clusters ont été annotés et 134 776 cellules ont été conservées pour une analyse plus
approfondie. L'expression différentielle a été réalisée sur différents groupes (tous les PBMC,
les cellules my¢loides, les cellules T, les cellules B et leurs sous-populations), en utilisant la
fonction FindMarkers de Seurat avec les parameétres par défaut (test de Wilcoxon avec
correction de Bonferroni). Seuls les génes avec des valeurs de p ajustées < 0,05 ont été
sélectionnés comme significatifs. Les listes de génes exprimés de maniere différentielle ont
ensuite été divisées en genes régulés UP et DOWN sur la base de avg_log2FC ; avg log2FC
>0 pour les geénes régulés UP et et avg log2FC <0 pour ceux régulés DOWN. L'analyse
209, 210

d'enrichissement des voies de signalisation a ¢été réalisée a l'aide d’EnrichR

(https://maayanlab.cloud/Enrichr/). Une analyse supplémentaire a ¢été réalisée a l'aide du

logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Qiagen).
A partir de la liste des différents génes exprimés, des scores de signature ont été calculées a

l'aide de la fonction AddModuleScore de Seurat, et des dot plots ont été utilisés pour visualiser
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le changement d’intensité de signature entre les conditions (par exemple, type de cellule, gene,

traitement...).
11.2. Analyses des profils immunologiques

Cytométrie en flux

L’analyse des données de cytométrie en flux a été réalisée avec le logiciel FlowJo v.10.7.1

(BD).
CyTOF

Les fichiers standards de cytométrie de masse, produits par l'analyseur HELIOS, ont été
normalisés a 1'aide du logiciel CyTOF v. 6.7.1014. Pour le nettoyage des données, quatre
paramétres (centre, décalage, résidu et largeur) sont utilisés pour résoudre les événements de
fusion ionique (doublets) a partir d'événements uniques de la distribution gaussienne générée
par chaque événement. Apres le nettoyage des données, le programme produit de nouveaux

fichiers FCS composés uniquement de cellules singulets vivantes intactes.

Les fichiers FCS ont été téléchargés dans le logiciel R (v.4.0.3) a I'aide du package flowCore et
concaténés dans un SingleCellExperiment (SCE) avec le package SingleCellExperiment. Apres
le controle qualit¢é (nombre de cellules par échantillon, modele d'expression de tous les
marqueurs dans tous les échantillons), toutes les cellules ont été soumises a une classification
en utilisant les fonctions de cluster (FlowSOM et ConsensusMetaClustering) suivant la
recommandation des packages CATALYST 2!2. Pour la clusterisation, le paramétre k a été fixé
a 60 pour détecter les petites populations immunitaires. Les clusters ont ensuite été¢ identifiés
en fonction de leur expression de marqueurs de type, en fonction des connaissances antérieures
sur le phénotype des cellules immunitaires, et en suivant les instructions du fabricant du kit
Fluidigm Maxpar Immune Profiling. Des clusters exprimant des mémes marqueurs similaires
ont été fusionnés en une seule population de cellules immunitaires. La proportion de clusters
parmi toutes les cellules viables intactes a ensuite été définie a l'aide de la fonction appropriée
de CATALYST et comparée entre les groupes a l'aide du test de somme de Wilcoxon dans R.
Pour aller plus loin dans I’analyse, les cellules T CD4 mémoire, ont été soumises a un sous-
clustering et les cellules de type Th1, Th2, Th17 et Tth ont ét¢ identifiées a l'aide des marqueurs
CXCR3, CXCRS5, CCR6 et CCRA4. L'intensité d'expression médiane des marqueurs d'intérét a
été évaluée en utilisant la fonction plotPbExprs du package CATALYST.
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La réduction de la dimension des UMAP a été effectuée a I'aide de la fonction runDR de
CATALYST avec des voisins définis sur 15 et une distance minimale a 0,4. La visualisation de
l'intensité des marqueurs sur les UMAP a été effectuée avec une normalisation des données

entre 0 et 1. Toutes les autres visualisations ont été effectuées a 1'aide de la fonction ggplot2.
11.3. Analyses protéomiques

Quantification

Les analyses quantitatives sont réalisées a I’aide du logiciel MaxQuant (Version 1.6.17.0, Max-
Planck Institute of Biochemistry, Department of Proteomics and Signal Transduction, Munich).
La base de données interrogée est Uniprot avec la taxonomie Homo Sapiens. L’interrogation de
cette banque de données se fait avec les critéres suivants : une tolérance de masse des peptides
parents de 7 ppm, une tolérance de masse des peptides fragments de 0,6 Da et un nombre
maximal de sites de coupures manqués par la trypsine (Missed cleavages) de 2. La
carbamidométhylation des cystéines est choisie (si le cross-linker DSP a été utilisé dans
I’expérience en amont) comme modification fixe et les modifications variables sont les
suivantes : N-acétylation (Protein), Pyro-Glu (N-term Q), Oxidation (M) et CAMthiopropanoyl
modification des lysines. Les autres parameétres utilisés sont les parametres par défaut de

MaxQuant.
Sélection des protéines de I’interactome

3527 protéines ont été trouvées dans les interactomes NBEAL?2 apres analyse en spectrométrie
de masse. Afin de garder uniquement les protéines les plus probables d’interagir avec NBEAL?2,
un tri de cette liste a été faite. Ce tri sélectionne les protéines avec la plus forte intensité ainsi
que le plus fort ratio d’intensité entre contrdles et patients, permettant d’éliminer les interactions
non spécifiques. Un flow-chart permettant d’obtenir la liste finale de 86 protéines analysées par

la suite est détaillé dans la figure supplémentaire de 1’article.

De plus, les niveaux d’expression protéiques de chacun de ces 86 candidats ont été vérifiés dans
les protéomes totaux des lysats initiaux (avant IP). Cette étape permet de vérifier que les
protéines obtenues étaient bien présentes dans tous les lysats initiaux (patients et controles).
Enfin le niveau d’expression transcriptomique de chacun des génes codant les 86 protéines a

¢été analysé.
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Analyse du protéome

Les protéines trouvées dans les protéomes totaux de deux patients GPS et deux donneurs sains

ont été analysées.

De plus les protéomes des cellules T de deux autres donneurs sains, avant puis apres activation
du TCR ont également été analysés a la recherche de protéines différentiellement exprimées
apres activation, et notamment pour confirmer le niveau d’expression de NBEAL2 et LRBA

dans ces deux conditions.
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Résultats

1.NBEAL2 joue un role dans le trafic de CTLA-4

Dans cet article, nous nous attachons a étudier le role de NBEAL?2 dans les cellules T et plus
spécifiquement dans le trafic de CTLA-4. Notre cohorte de patients est constituée de 11 patients
répartis dans 9 familles non apparentées. Ils sont tous porteurs de mutations récessives de

NBEAL?2 impliquant une forte diminution ou une absence de la protéine.

Un immunophénotypage extensif par cytométrie de masse a été réalisé sur les PBMC et les
granulocytes des patients. Comparativement aux donneurs sains utilisés comme contrdles, les
patients présentent une augmentation significative du pourcentage de lymphocytes B naifs par
rapport au nombre de cellules totales. On observe ¢galement une augmentation du pourcentage
de lymphocytes T CD8+ centraux et effecteurs mémoires, ainsi qu’un exces de cellules T vo et
de TReg. Leurs neutrophiles et €osinophiles présentent des marqueurs d’activation et de
dégranulation (CD66b) surexprimés, suggérant leur activation précoce. Leurs cellules B ainsi
que leurs cellules NK ont également des marqueurs anormaux. Enfin si les cellules TReg des
patients ne présentent pas de défauts d’expression de CTLA-4, les cellules T activées via leur

TCR présentent une diminution significative de I’expression de ce checkpoint inhibiteur.

Afin de confirmer que la diminution d’expression de CTLA-4 était liée a une perte d’expression
de NBEAL2, I’expression du géne NBEAL? a ét¢ inactivée dans des lymphocytes T primaires
de donneurs sains en utilisant le systtme CRISPR-Cas9. Les mémes observations ont pu étre
faites dans ce systetme in vitro: diminution de I’expression de CTLA-4 apres la perte

d’expression protéique de NBEAL2.

Des expériences d’immunoprécipitation ont mis en évidence que NBEAL2 intéragissait

physiquement avec CTLA4.

De plus, un interactome NBEAL2 a été réalisé et a permis de comparer des donneurs sains a
des patients atteints du syndrome des plaquettes grises. En sélectionnant les protéines ayant le
meilleur différentiel, une liste de partenaires potentiels de NBEAL2 a été dressée. Parmi eux,
LRBA a été retrouvée, ainsi que des protéines impliquées dans 1’endocytose ou le recyclage de
CTLA-4. Ainsi nous sommes en mesure de proposer un modele expliquant le role de NBEAL?2
dans le trafic vésiculaire, ainsi qu’une liste de nouveaux partenaires protéiques pour cette

BEACH protéine.
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La version de I’article ci-aprés ne contient pas la partie « matériels et méthodes » qui est
détaillée en francais, plus haut dans ce manuscrit. Cet article correspond a une ébauche tres

avancée de I’article que nous souhaiterions soumettre pour publication.

Dans la version définitive nous souhaitons notamment ajouter les données issues de
séquencages ARN sur cellules uniques, qui sont en cours d’analyse. Ces données sont pour

I’instant présentées séparément dans la suite du manuscrit de these.
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NBEAL2 recessive mutations lead to CTLA-4 deficiency in

conventional T cells and could explain autoimmunity in GPS
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Highlights
o NBEAL2 deficiency leads to abnormal innate and adaptive immune phenotype
in humans.
e NBEAL2 interactome in primary activated T cells reveals new partners for this
BEACH-domain containing protein.
e NBEAL2 interacts with LRBA in activated T cells and is involved in CTLA-4
trafficking.

Summary

Recessive NBEALZ2 mutations lead to Gray Platelet Syndrome (GPS), a bleeding disorder
characterized by macro-thrombocytopenia and platelets lacking a-granules. Some GPS
patients develop autoimmunity through an unknown mechanism. NBEAL2 belongs to a
BEACH domain protein family involved in vesicular trafficking. Among a list of 76 NBEAL2
putative strong partners we found LRBA, a member of the BEACH family. Recessive LRBA
mutations lead to autoimmunity and lymphocytic infiltrations as a consequence of defective
CTLA-4 trafficking. Accordingly, we found that NBEAL2 deficiency leads to a reduced CTLA-4
expression in the patients’ effector T cells. NBEAL2 knock-down in control T cells using
CRISPR-Cas9 system reproduced this observation. Finally, we confirmed the NBEAL2-LRBA-
CTLA-4 interactions by co-immunoprecipitation. These results show for the first time that
NBEALZ2 is involved in CTLA-4 expression and provide a molecular rationale to contemplate a

CTLA-4-1g therapy in GPS patients with autoimmunity.



Keywords : Gray platelet syndrome; GPS; CTLA-4; NBEALZ2; LRBA; BEACH domain;
BEACH-domain containing protein; vesicular traffic; recycling; lysosomal degradation; lytic

granule; interactome; immune checkpoint; autoimmunity

Introduction

NBEAL?2 recessive mutations cause gray platelet syndrome (GPS) (Albers et al., 2011)
'(Gunay-Aygun et al., 2011) (Kahr et al., 2013). This syndrome is characterized by a macro-
thrombocytopenia, with platelets lacking a-granules, leading to bleeding disorders, often
associated with splenomegaly, and sometimes evolving in myelofibrosis. Extensive
emperipolesis of leukocytes in the cytoplasm of megakaryocytes was also observed in the

bone marrow of GPS patients (Larocca et al., 2015).

In murine models, NBEALZ2 knock-out mice present a clinical phenotype recapitulating the
human grey platelet syndrome (Deppermann et al., 2013) (Kahr et al., 2013). Moreover,
several immune cell types anomalies were reported in NBEAL2 7 mice. Granules numbers in
neutrophils and NK degranulation were abnormal in knock-out mice, leading to an increased
susceptibility to infections (Sowerby et al., 2017). The numbers of circulating monocytes and
neutrophils were decreased in NBEAL2 -/- mice after lipopolysaccharide (LPS)-induced
systemic inflammation (Tariket et al., 2019). These mouse models raised the question of a

potential role for NBEALZ2 in the function of immune cell subsets.

Initially, the gray platelet syndrome was described as a constitutive platelet disorders without
immune manifestations. However, NBEAL2 deficient patients presenting clinical features of
the autoimmune lymphoproliferative syndrome (ALPS) have been described (Rensing-Ehl et
al., 2015), suggesting a role of NBEALZ2 in immune homeostasis and tolerance. More recently,
a broader international cohort of GPS patients has been characterized, revealing immune
system abnormalities (autoimmune diseases, autoantibodies, lymphopenia) (Sims et al.,
2020). The impact of recessive NBEAL2 mutations on neutrophils biological functions have
also been reported (Sowerby et al., 2017) (Aarts et al., 2021). Neutrophils of GPS patients
have a defective NETosis and a reduced number of specific granules due to premature release
of these granules (Aarts et al., 2021). This early-release phenomenon is also observed in
platelets, where alpha-granules are not retained in the cytoplasm due to the absence of
NBEAL2 (Lo et al., 2018). If the role of NBEAL2 in granules retentions is well described, the
exact mechanism leading to the development of auto-immune manifestations in GPS patients

remains unknown.



NBEAL2 protein is composed of several domains, and in particular a Beige and Chediak
(BEACH) domain, a pleckstrin homology (PH) domain, a concavalin A-like lectin (ConA) , an
armadillo-like (ARM) domain and WD40 repeats. (Kahr et al., 2011)

NBEAL2 belongs to a protein family called Beige and Chediak (BEACH) domain containing
proteins (BDCPs). This family contains 9 members, all presenting with a conserved BEACH
domain and are described as scaffold proteins involved in vesicular trafficking. (Cullinane et
al., 2013). In this family, one of the closest members to NBEAL2 is LRBA, the

lipopolysaccharide-responsive beige-like anchor protein (Cullinane et al., 2013) .

In humans, recessive mutations of LRBA lead to reduced CTLA-4 expression and therefore to
immune dysregulation and autoimmune manifestations similar to those observed in patients
with CTLA-4 deficiencies (Schubert et al., 2014) (Lo et al., 2015) (Serwas et al., 2019).
CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated protein-4) is an inhibitory immune checkpoint. It
plays a crucial role in regulating immune responses mediated by T cells (Lo and Abdel-Motal,
2017). CTLA-4 is constitutively expressed at the surface of regulatory T cells (Tregs) and on
conventional T cells after activation (Rowshanravan et al., 2018). It competes with CD28, a
co-stimulatory immune checkpoint, for their ligands CD80/CD86. CTLA-4 trafficking is
essential to maintain immune homeostasis and tolerance (Mitsuiki et al., 2019).

In humans, heterozygous mutations of CTLA-4 and recessive mutations of LRBA are
associated with autoimmunity (diabetes, enteropathies, cytopenia), lymphocytic infiltrations,
and progressive B lymphopenia resulting in pulmonary infections (Schubert et al., 2014)
(Kuehn et al., 2014) (Burns et al., 2012) (Lo et al., 2015).

In the case of LRBA deficiencies, the CTLA-4 defect is due to the intracellular function of this
BEACH protein. Indeed, LRBA interacts physically with CTLA-4 in the RAB11+ endosomes
(Lo et al., 2015). This intracellular interaction is key to the recycling of CTLA-4 to the
membrane, as LRBA prevents the lysosomal degradation of CTLA-4 (Lo et al., 2015).
Therefore, LRBA deficiency leads to a secondary CTLA-4 defect associated with clinical

symptoms similar to patients’ carrier of heterozygous mutations of CTLA-4.

Since autoimmunity and immune abnormalities are observed in GPS patients, we investigated
the role of NBEALZ2 in CTLA-4 trafficking.

Results

Clinical and genetic phenotype of the cohort (Figure 1)




Eleven patients, from nine unrelated families, with grey platelet syndrome and carrying
recessive NBEAL2 mutations were studied. Their family trees are described in Supplemental
figure 1. The patients’ mutations affect several domains and no hot spot mutations were
identified (Figure 1.b). At the protein level, we observed a drastic reduction (P3, P4.1) or an
absence of NBEAL2 protein in the lysates from the patients’ activated T cells, confirming the

damaging impact of the mutations (Figure 1.c).

Patients have a bleeding susceptibility (epistaxis, bruising), and sometimes splenomegaly
(Figure 1.a). One patient (P4.2) developed bone marrow fibrosis and needed allogenic
hematopoietic stem cells transplantation (Favier et al., 2019). This patient was no longer
analyzed in this study.

As previously described (Rensing-Ehl et al., 2015), some GPS patients can show biological
markers similar to patient with autoimmune lymphoproliferative syndrome, such as elevated
level of Vitamin B12 and Fas ligand (FasL) in their plasma (Supplemental figure 2).

Five patients had autoimmune manifestations: Evans syndrome, chill blain lupus, thyroiditis,
or auto-antibodies against platelets (Figure 1.a).

A screening for autoantibodies against 124 autoantigens was performed in patients’ plasma
(Supplemental Figure 5). Most of the patients clustered together (7 patients out of 9) due to
the level of autoantibodies found in their plasma. The represented values are normalized
intensities, which reflects the plasmatic concentration. However, a positive signal does not
necessarily indicate an abnormal concentration in the plasma.

These last data indicate that the NBEALZ2 deficiency is frequently associated with autoimmune

features, suggesting a key role of NBEALZ2 in the immune system.

Comprehensive immunophenotyping of GPS patients (Figure 2)

Four patients had an impaired number of at least one immune cell subset: neutropenia (P1),
T (P6, P8), B (P6) or NK (P7, P8) lymphopenia (Figure 1.a). To further analyze these immune
phenotypes, a broad standardized immune staining was performed by mass cytometry
(CyTOF) on fresh blood samples. The 37 markers used for the staining allowed to cluster 34
different immune cell subsets (Figure 2.a). 11 controls and 7 patients with recessive NBEAL2
(P1,P2,P5.2, P6, P7, P9.1, P9.2) were compared. A visual comparison of the UMAPs already
suggests a difference in the neutrophils of the patients, as well as an excess of the yd T cells
(Figure 2.a, red arrows). A cluster bias analysis revealed significative increases of the
proportions of naive B cells, Tregs, central memory and effector memory CD8 T cells in the
patients’ group (Figure 2.b). Moreover, a reclustering on CD4 T cells allows to show a
significant increased proportion of the patients’ T follicular helper cells (Figure 1.d), supported

by an increase of CXCRS expression in central memory CD4+ T cells (Supplemental figure 2)



This comprehensive immunophenotyping also allowed the comparison of activation markers
and immune checkpoints on the different cell subsets. The results of these comparisons
between patients and controls are summarized in Figure 2.c. Monocytes, neutrophils, classical
dendritic cells (cDC), double negative (DN) T cells and CD8 had a reduced CD45RA
expression. These down regulation of CD45RA suggest that GPS patient cells exhibit a less
naive phenotype. In addition, FAS was overexpressed in eosinophils, B cells and cDC.

The HLA-DR and CD66b markers were upregulated on eosinophils and neutrophils,
suggesting activation and a premature degranulation. Of note, the increased expression of
CD66b in neutrophils was already observed in GPS patients (Aarts et al., 2021).

TIM3, HLA-DR and CD11c expression were increased in NK cells, whereas a reduction of
CXCR3 was measured, suggesting activation of these cell subsets.

Overexpression of PD1 by MAIT and CD4 T cells suggest the exhaustion of these subsets in
GPS patients.

Proteomic analysis (Fiqure 3)

To dissect NBEAL2 functionality, an interactome after immunoprecipitation of NBEAL2 was
performed on activated T cells. Two healthy donors were compared to two GPS patients (P6
and P7). The immunoblotting of NBEAL2 was performed on the inputs and flow-through
fractions (Figure 3.a). NBEAL2 protein expression is profoundly reduced in P7 and not
detectable in P6. The comparison between the inputs and the flow-through of the healthy
donors allows to compute a yield of the NBEAL2 immunoprecipitation of 44%. The
immunoprecipitation fractions were analyzed by mass spectrometry. A list of 3527 proteins
was found for this interactome (available in supplemental data). Based on the intensities
detected for each sample and the ratios between controls and patients, the protein list was
curated to select the best candidates as potential partners of NBEAL2. The strategy of
selection is described in Supplementary Figure 7. A list of 76 proteins, detected with high
intensities and presenting high controls/patient ratios, were selected for further analysis.

The proteins expressions were measured in the input fractions by mass spectrometry.
Moreover, transcriptomic expressions were assessed in the bulk RNA Sequencing data from
activated T cells of NBEAL2 and healthy donors. Both transcriptomic and proteomic
expressions did not differ between controls and patients’ groups. Therefore, the ratio observed
for these proteins in the interactome is due to the immunoprecipitation of NBEAL2, further
supporting the idea that the 76 proteins found are highly probable partners of the NBEAL2
protein.

Heatmaps of the normalized intensities, the mean intensity for the two controls and the ratios

of these 76 NBEALZ interactors are shown in Figure. 3.b.



In figure 3.c., a network analysis was performed using STRING database (Szklarczyk et al.,
2019). Among these 76 partners of NBEAL2, proteins involved in the immune response, in
protein transport, GTPase binding, and cytoskeleton binding proteins were found (Figure 3. c.
and Supplemental Figure 8 and 9).

To evaluate if these proteins were expressed in other cell subsets, an enrichment analysis was
performed using the Jensen Tissues library in EnrichR website (Kuleshov et al., 2016). A link
to the entire analysis is provided in the methods section. This analysis revealed that almost all
76 proteins were expressed in lymphocytes, lymph nodes, bone marrow, platelets, and
monocytes (Figure 3.d).

CCDCB88B was one of the proteins with the highest intensity and ratio of this list. In mice,
CCDC88B is known to bind DOCK8 and microtubules, and to play a role in the transport of
lytic granules along microtubules with the help of a dynactin/dynein complex (Ham et al., 2015).
Moreover, DYNC1H1 and GZMM (part of the dynein complex 1) were also present in the
interactome, suggesting that NBEAL2 may be a scaffold protein in lytic granules transport.
Finally, among the partners of NBEAL2, proteins that can be involved in CTLA-4 trafficking
were found: LRBA and AP1G2 (y2 subunit of AP-1 complex). As CTLA-4 haplo-insufficiency
and LRBA deficiencies are responsible for auto-immune symptoms, we further investigated
the role of NBEAL2 in CTLA-4 expression.

NBEALZ is involved in CTLA-4 expression (Figure 4)
Due to the autoimmune symptoms of this GPS cohort and the proteins found in the NBEAL2

interactome (LRBA, AP1G2), we investigated the CTLA-4 expression level in GPS patients.
We observed that CTLA-4 expression on Treg was similar to controls (Figure 4.a), whereas
the percentage of cells expressing CTLA-4 after TCR-activation were significantly reduced in
the T cells of GPS patients (Figure 4.b).

To confirm these observations, we performed knockdowns of NBEAL2 or LRBA in primary
activated T cells using a CRISPR-Cas9 system. Six mRNA guides were designed. The
positions of the guides are illustrated in Figure 4.c and 4.d. Immunoblotting of NBEAL2 or
LRBA were performed to observe the impact of the knock-down at the protein level (Figures
4.e and 4.f). The controls of these experiments were activated T cells that did not undergo
electroporation (WT) or cells electroporated with the CRISPR-Cas9 system targeting an
intergenic region (AAVS1) or using a scramble mRNA guide (Ctrl). The immunoblotting
revealed that all designed NBEAL2 guides and three LRBA guides were efficient to knock-
down NBEAL2 expression (Figures 4.e). As a fraction of the cells were lysed for
immunoblotting, the remaining cells were stained for CTLA-4 and other immune checkpoints

expressions. Interestingly, the percentage of CTLA-4 positive cells markedly mirrored the



knock-down of NBEAL2 (Figure 4.g). As controls, similar experiments were conducted for
LRBA knockdowns. We showed with three mRNA guide that LRBA protein expression was
decreased (Figure 4.f) with a decreased of CTLA-4 positive T cells (Figure 4.g). These results
confirm the observations made in NBEALZ2 patients’ activated T cells (Figure 4.b).

The extracellular expressions of other checkpoints were not affected by neither NBEAL2 nor
LRBA knock-down. A slight increase (10%) of the TIM3+ T cells was observed in all the knock-
down cells (Supplemental Figure 6). We also measured plasmatic concentrations of soluble
immune checkpoints for NBEAL2, LRBA and CTLA-4 mutated patients (Supplemental Figure
4). The concentrations of the following molecules were calculated: sCD25, 4-1BB, B7.2, TGF-
B1, CTLA-4, PD-L1, PD-1, TIM-3, LAG-3, Galectin 9. None of these markers were
significatively detected in NBEAL2 patients’ plasma. For both CTLA-4 and LRBA patients,
higher sCD25 plasmatic concentrations were measured (Supplemental figure 4.a). CTLA-4
haplo-insufficient patients also showed an increase level of Galectin 9 (supplemental figure
4.b). The LRBA patients presented elevated level of soluble TIM3 (Supplemental figure 4.c),
this observation correlates with the slight increase of TIM3 expression observed in LRBA

knock-down T cells (supplemental figure 6).

To assess a possible interaction between NBEAL2 and CTLA-4, a CTLA-4 pull-down was
performed on healthy donors’ cells. CTLA-4 is upregulated following T cell activation, hence
unstimulated T cells, with a low CTLA-4 expression, were compared to activated T cells, with
a high CTLA-4 expression. In activated T cells, CTLA-4 co-immunoprecipitated with NBEAL2
and LRBA (Figure 4.h, on the left). The specificities of these interactions were confirmed with
non-activated T cells, as neither NBEAL2 nor LRBA were pulled down when CTLA-4 was
poorly expressed. The strength of the interaction between CTLA-4 and NBEAL2 seems less
important than the one between CTLA-4 and LRBA. This experiment was reproduced in 3
different healthy donors.

Moreover, in the input fractions, the level of LRBA expression seems to decrease after
activation, contrary to NBEAL2 expression that increased after activation (Figure 4.h, on the
right). To confirm these observations, we performed a proteome analysis of unstimulated or
activated T cells from two healthy controls. The intensities detected by mass spectrometry for
NBEALZ2 and LRBA proteins are shown in Figure 4.i. For NBEALZ2, the increase of expression
after activation is small and not significant. On the contrary, LRBA is globally more expressed
than NBEAL2 in both conditions. And a significant decrease in LRBA expression is observed

after activation, confirming the results shown in Figure 4.h.

(Single cell data will be integrated here: goal compared NBEAL2 patient to other CTLA-4

deficiencies, confirmed cluster bias seen in the immune phenotype, and eventually explain this



cluster bias. To plot the transcriptomic signature of the 76 partners of NBEAL2. To analyze
more precisely the interactome and maybe show affected degranulation or recycling pathways

for example).

Discussion

We performed an extensive immune phenotyping of GPS patients’ whole blood in order to
assess the global consequences of NBEAL2 deficiency in the immune subsets. We globally
showed that patients’ cells exhibited a more activated phenotype, with an increased expression
of activation markers (HLA-DR, FAS) or exhaustion (PD-1) and a decreased CD45RA
expression. The excess of naive B cells, regulatory T cells, memory CD8+ T cells and TFH

cells was not described so far for the GPS patients.

Neutrophils and eosinophils presented overexpression of activation markers and
degranulation markers (HLA-DR, FAS, CD66B) without stimulation and in the absence of
documented infections. The overexpression of CD66b in GPS patients’ neutrophils was
previously reported and was associated with an abnormal activation and an early
degranulation of those cells (Aarts et al., 2021). This observation is also supported by the
higher level of protein from neutrophil specific granules in GPS patients’ plasma (Sims et al.,
2020). Our results corroborate these findings in neutrophils and extended them to the
eosinophils. Combined with the observation that deficient NBEAL2 eosinophils have a
significant reduction of size and granularity (Sims et al., 2020), it suggests that eosinophils
functions in GPS patients might be impaired.

Finally, NK cells had also a particularly activated profile with the overexpression of CD11c,
TIM3 and HLA-DR.

To understand the role of NBEAL2 in immune cells, we decided to generate its interactome
and analyzed its putative partners. 76 proteins were selected thanks to the differential between
controls and GPS patients interactomes in activated T cells. These proteins are involved in
transport, as well as proteins able to bind GTPase or cytoskeleton. Thus, NBEAL2 could be
described as a scaffold protein in vesicular trafficking. These proteins are presented in several

immune cells and in platelets, emphasizing the role that NBEAL2 have in the immune system.

In this list, CCDC88B and DOCKS8 were found to interact with NBEALZ2. In mice, these two
proteins are known to play a role in the transport of lytic granules along microtubules with the
help of a dynactin/dynein complex (Ham et al., 2015). These findings might explain the

particularly activated profile of NK cells from patients. As NBEAL2-/- mice present abnormal



NK functions (Sowerby et al., 2017), it could be interesting to investigate NK functions in
NBEAL2 deficient patients. Finally, because NBEAL2 is required for the retention of specific
granules in neutrophils (Aarts et al., 2021) and for the retention of a-granules in
megakaryocytes (Lo et al., 2018), it could be interesting to investigate the retention of lytic

granules in NK patients cells.

NBEAL2 seems important for the retention of granules in the cytoplasm. This might explain
the elevated FASL plasmatic level in GPS patients. Indeed, FASL is stored in secretory
lysosomes in cytotoxic cells (Lettau et al., 2011), and degranulation triggers the expression of
FASL at the plasma membrane (Bossi and Giriffiths, 1999). NCKIP5D, a partner of FASL, was
found in the NBEAL2 interactome. We could hypothesize that the elevated FASL plasmatic
level could be due to early degranulation of cytotoxic cells or the absence of secretory
lysosomes retention due to NBEAL2 deficiency. Increased FASL expression at the plasma
membrane could be associated with elevated FASL concentration in the patients’ plasma as a

consequence of FASL cleavage (REF?).

Finally, NBEALZ2 interactome revealed its interaction with LRBA and AP1G2, coding for the y2
subunit of the adaptin protein complex AP-1 (Shin et al., 2021). Both LRBA and AP-1 are
involved in CTLA-4 trafficking. After CTLA-4 endocytosis, LRBA allows the recycling of the
inhibitory immune checkpoint to the membrane (Lo et al., 2015), whereas AP1G2 mediates its
transport to the lysosome where it will be degraded (Valk et al., 2008). Since NBEAL2 interacts
with LRBA and AP1G2, we decided to investigate its role in CTLA-4 expression.

We observed that GPS patients had a reduced number of T cells expressing CTLA-4 after
TCR activation. However, NBEAL2 deficiency did not affect CTLA-4 expression on Treg,
suggesting that NBEAL?2 is involved in CTLA-4 trafficking mostly in T effector cells.

We confirmed that NBEAL2 interacts with CTLA-4 in activated T cells by co-
immunoprecipitation. Moreover, we reproduced in vitro the CTLA-4 defect on primary activated
T cells after a knock-down of NBEAL2 using a CRISPR/Cas9 system.

Interestingly, LRBA expression was reduced after TCR activation, whereas NBEAL2
expression seemed increased. Thus, we could hypothesize that NBEAL2 reinforce or take over
LRBA capacity to recycle CTLA-4 after TCR activation, maybe by preventing CTLA-4 to be
send to lysosome by avoiding its binding to AP-1 complex.

In addition, CTLA-4 expression defect is not observed in TReg of NBEAL2 deficient patients,
suggesting that Treg functions in self-tolerance might not be impacted by NBEAL2 deficiency.
This observation could explain why only 25% of GPS patients develop auto-immune
manifestations (Sims et al., 2020), whereas in the case of LRBA deficiency and CTLA-4 haplo-

insufficiency most patients develop severe autoimmune manifestations. This result also shows



that the expression of CTLA-4 on activated effector cells is also involved in the control of

autoimmunity.

Our results on CTLA-4 trafficking in NBEALZ2 deficient patients could suggest new therapeutic
options. First for GPS patients presenting auto-immune manifestations, their symptoms might
improve with the use of CTLA-4lg (abatacept), that could mimic CTLA-4 function, counteracting
the CTLA-4 defect observed on patients’ effector T cells.

Finally, immunotherapy targeting CTLA-4 in cancer often leads to adverse immune effects and
autoimmune manifestations (Boutros et al., 2016). Targeting NBEAL2 instead of CTLA-4 could
be interesting since the role of NBEALZ2 in Treg seems less important than in activated T cells.
Therefore, NBEAL2 could be a target specific to cancer cells overexpressing CTLA-4, sparing

Tregs CTLA-4 expression, and reducing autoimmune adverse events.

To conclude, NBEAL2 deficiency leads to abnormal immune phenotype in humans. We
presented the first NBEALZ2 interactome in primary activated T cells revealing new partners for
this BEACH-domain containing protein. Thus, NBEALZ2 interacts with LRBA in activated T cells
and is involved in CTLA-4 trafficking. Grey platelet syndrome patients developing autoimmunity
might be treated by abatacept, as the expression of CTLA-4 is downregulated in their

conventional T cells.

Limitation of the study

This study has been performed on a small cohort of GPS patients and these findings ought to
be confirmed on a larger cohort. Further analysis of GPS patients’ eosinophils might bring a
deeper insight of the role of NBEAL2 in granulocytes. NBEAL2 seems to have a crucial role in
granule retention. Hence the study of cells containing granules might be considered, beyond
the hematopoietic lineage. For example, some GPS patients developed vitiligo. Is this an
autoimmune manifestation or a partial abnormal melanin production? Finally, the role of

NBEAL2 as an immune regulator, beyond vesicle trafficking could be further investigated.
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Figurel: Gray platelet syndrome cohort: clinical and genetic characteristics
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Figure 2: Gray platelet syndrome - immunological phenotype
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Figure 3: Proteomics analysis: NBEAL2 interactome in activated T cells
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Figure 4: NBEAL2 is involved in CTLA-4 trafficking
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Supplemental figure 1: Patients cohort — family trees
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Supplemental figure 2: FasL and Vitamine B12 dosage
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Supplemental figure 3: CXCR5 and CD66b expressions on specific cell subsets
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Supplemental Figure 4: immune checkpoints concentrations in the plasma of patients
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Supplemental Figure 5: Autoantigen microarray
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Supplemental Figure 6: TIM3 expression after CRISPR-Cas9 knock-outs
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Supplemental Figure 7:

Mass spectrometry analyses — strategy of proteins selection
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Supplemental Figure 8:

Mass spectrometry analyses — Gene set enrichment analyses -
enriched pathways
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Supplemental Figure 9

Mass spectrometry analyses — enriched pathways
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Captions of the figures

Figure 1: Gray platelet syndrome cohort: clinical and genetic characteristics

1.A) Main clinical symptoms and genetic information of the grey platelet syndrome patients.
GPS: Gray Platelet Syndrome. B) Positions of the NBEAL2 mutations at the protein level.
Compound heterozygous mutations are annotated with the same color. Homozygous
mutations are annotated in black. C) NBEAL2 immunoblotting on activated T cells lysates from

patients and healthy donors. The ku-70 protein is revealed as a loading control.

Figure 2: Gray platelet syndrome cohort: immunological phenotype

A) UMAP of immune cell subsets analyzed by CyTOF on whole blood samples from NBEAL2
patients and controls. Each cluster is color coded. The red arrows indicate changes in the
cluster's shapes of the patients group B) Cluster biases observed in the cyTOF immune
phenotype. Two-tailed p-values were determined with a nonparametric Mann-whitney test. (*)
p-value < 0,05 ; (**) p-value < 0,01 ; (***) p-value < 0,005 ; (****) p-value < 0,0001.

EM: Effector memory ; CM: Central Memory ; GD T cells: y T cells. C) Table summarizing the
significant upregulation (red) or downregulation (blue) of surface markers in the different
immune cell subsets detected by CyTOF. Two-tailed p-values were determined with a
nonparametric Mann-whitney test. (*) p-value < 0,05 ; (**) p-value < 0,01 ; (***) p-value < 0,005
; (****) p-value < 0,0001

Figure 3: Proteomics analysis: NBEAL2 interactome in activated T cells
A) Immunoblotting of NBEAL2 in input and flow-through fractions after NBEAL2

immunoprecipitation in T cells lysate (controls and GPS patients). B) The left heatmap shows

normalized intensities of the 76 proteins selected after mass spectrometry analysis of the
NBEAL2 interactome. The middle heatmap represents the mean intensities detected for the
two controls. The last heatmap on the right shows the intensities ratio of the mean control
intensity over each GPS patient. The proteins are ranked by their ratio over the patient GPS2
(no NBEALZ2 protein expression detected). C) STRING network analysis of the 76 proteins and
node coloring per function. The network edges indicate both functional and physical protein
associations: proteins jointly contribute to a shared function. The line thickness indicates the
strength of data support. D) Analysis of the 76 proteins partners of NBEALZ2 in enrichR using
the Jensen Tissue library. Top 8 of the most represented cells where these proteins are
expressed. In the barplot the number of proteins versus the number of proteins defining the
cell type is indicated. The adjusted p-value is also shown. The combined scoreis a

combination of the p-value and z-score calculated by multiplying the two scores.



Figure 4: NBEAL2 is involved in CTLA-4 expression

A) CTLA-4 mean of intensity measured on Treg from unstimulated PBMC. Two-tailed p-values

were determined with a nonparametric Mann-whitney test B) Percentage of activated T cells
expressing CTLA-4 following TCR activation. Two-tailed p-values were determined with a
nonparametric Mann-whitney test. C and D) Scheme of the proteins (NBEAL2 and LRBA)
representing at the protein level the positions targeted by the CRISPR guides RNA used. E
and F) NBEAL2 and LRBA immunoblotting after CRISPR-Cas9 experiment on activated T
cells. Lysates from the different cell pools were used: one pool correspond to one RNA guide.
WT: refers to cells that underwent nucleofection without CRISPR/Cas9 in the solution. Ctrl:
refers to cells nucleofected with a scramble guide and the Cas9. AAVS1: refers to cells
transfected with a the Cas9 and a guide targeting an intronic position of the genome. G)
Percentage of cells expressing CTLA-4 after CRISPR-Cas9 knockout experiment for each
mRNA guide used. H) Immunoprecipitation (IP) of CTLA-4 in activated or unstimulated T cells
from healthy donors: comparison of the input fractions and the IP fractions. NBEAL2, LRBA
and CTLA-4 were immunoblotted. I) Intensities detected by mass spectrometry in the input
fractions of resting and activated T cells from two healthy donors (in duplicate). The intensities
of LRBA and NBEAL2 were plotted.

Captions of the supplemental figures

Supplemental Figure 1: Patients cohort — family trees

Genetic family trees of the patients included in this cohort. Dashed squares and circles

indicate the unavailability of biological samples.

Supplemental figure 2: FasL and Vitamine B12 dosage

A) Vitamin B12 concentration in plasma, the normal concentration range is annotated in red
(220-1100 pg/mL). The p-values were determined with a nonparametric Kruskall-Wallis test
for multiple comparison, corrected with a Dunn test B) Concentration of soluble FASL in
patients’ plasma compared to the normal maximum value set at 0,2 ng/mL. The p-values were

calculated using a Wilcoxon signed-rank test with a hypothetical value of 0,2.

Supplemental Figure 3: CXCR5 and CD66b expressions on specific cell subsets

A) Expression of CXCRS5 in central memory (CM) CD4+ T cells from controls and GPS patients
(NBEALZ2 group). B) Expression of CD66b on neutrophils from controls and GPS patients
(NBEAL2) C) Expression of CD66b on eosinophils from controls and GPS patients. These

data were obtained after cyTOF experiment. Two-tailed p-values were determined with a



nonparametric Mann-whitney test. (*) p-value < 0,05 ; (**) p-value < 0,01 ; (***) p-value < 0,005
; (****) p-value < 0,0001

Supplemental Figure 4: Inmune checkpoints concentrations in the plasma of patients

Concentrations of soluble immune checkpoints were measured in the plasma of patients
carrying recessive mutations of LRBA or NBEAL2, or heterozygous mutations of CTLA-4. The
following molecules have been tested with the Legendplex kit Immune Checkpoints Panel 1
(Biolegend, #740962) : sCD25, 4-1BB, B7.2, TGF-B1, CTLA-4, PD-L1, PD-1, TIM-3, LAG-3,
Galectin 9. A nonparametric Kruskall-Wallis test, corrected with a Dunn test was performed for
multiple comparisons. (*) p-value < 0,05 ; (**) p-value < 0,01.

A, soluble CD25

B, soluble Galectin 9

C, soluble TIM3

Supplemental Figure 5: Autoantigens microarray

Autoantigen microarray for high-throughput autoantibody profiling including 128 autoantigens
performed in collaboration with Dr Quan-Zhen Li team (Microarray Core, BioCenter, UT
Southwestern Medical District, Dallas, Texas, Etats-Unis). The concentration of each
autoantibody is normalized and the heatmap is clustered according to the relative intensity of

these autoantibodies using a Euclidean clustering.

Supplemental figure 6: TIM3 expression after CRISPR-Cas9 knockdowns

Percentage of cells expressing TIM3 after CRISPR-Cas9 knockout experiment for each mRNA

guide used.

Supplemental Figqure 7: Mass spectrometry strateqy for proteins selections in_the

interactome
Strategy of selection of the 76 highest putative partners of NBEAL2 obtained from the

interactome by mass spectrometry analysis.

Supplemental Figure 8: Gene set enrichment analyses of the 76 partners of NBEAL2
with the GO_Biological_Process_2021 (A) ; GO_Cellular_Component_2021 (B) and
GO_Molecular_Functions_2021 (C) libraries using EnrichR web tool

(https://maayanlab.cloud/Enrichr/)




Supplemental Figure 9: Gene set enrichment analyses of the 76 partners of NBEAL2

with the Jensen_compartment (A) and Orphanet_2021 (B) libraries using EnrichR web tool
(https://maayanlab.cloud/Enrichr/). Only the top 6 entries are shown for figure 9.B.



2.Analyses transcriptomiques sur cellules uniques

des déficiences en CTLA-4

2.1. Objectifs de I'étude

NBEAL?2 est impliqué dans le trafic de CTLA-4. Afin d’approfondir I’analyse des différences
et ressemblances entre les patients atteints du syndrome des plaquettes grises, et ceux présentant
une déficience en CTLA-4, nous avons réalisé plusieurs expériences de séquencage ARN sur
cellules uniques. Toutes les données ont été acquises, et sont en cours de traitement bio-
informatique grace a une collaboration avec I’équipe du Dr Mickaél Ménager et le labTech

SingleCell a I’institut Imagine.

Lors d’une premicre série d’expériences, nous avons pu comparer 4 groupes d’échantillons :
des donneurs sains, des patients porteurs de mutations récessives de LRBA ou NBEAL? et des
patients porteurs de mutations hétérozygotes de CTLA-4. Ces premicres analyses devraient
nous permettre de distinguer les voies de signalisation dérégulées pour chaque groupe de
patients et de les comparer. Nous espérons que ces résultats nous permettront d’expliquer plus
finement la pathophysiologie de cette maladie, et notamment pourquoi les patients déficients
en NBEAL2 développent des symptdmes auto-immuns moins graves que les patients déficients

LRBA ou CTLA-4.

Lors d’une deuxieme série d’expériences, nous avons souhaité étudier I’effet des traitements
chez les patients atteints d’une haplo-insuffisance en CTLA-4. Par ailleurs, la pénétrance des
mutations hétérozygotes de CTLA-4 est décrite comme incompléte 6% 213 214 e mécanisme
expliquant cette pénétrance incompléte n’est pas connu. Plusieurs hypothéses sont avancées :
une cause digénique avec des variants « protecteurs», des causes ¢épigénétiques ou
environnementales, mais aucune n’a été démontrée. Grace a cette étude, nous serons également
en mesure d’étudier deux patients, porteurs sains de mutations de CTLA-4 et de les comparer
avec un de leur proche ayant développé la maladie. Cette étude nous permettra peut-&tre de
comprendre si une dérégulation au niveau transcriptomique explique le développement des

symptomes.
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2.2. Echantillons analysés

Pour ces analyses, quatre expériences de séquencage sur cellules uniques ont été réalisées. Les
échantillons analysés sont des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC). Elles ne
sont pas pré-activées et sont encapsulées peu de temps apres la décongélation. La viabilité des
cellules est vérifiée avant 1’encapsulation. Tous les échantillons retenus présentaient une
viabilité supérieure a 90%. La répartition des échantillons, suivant le type de génes mutés et le
traitement, est décrite par le diagramme de la Figure 27. Nous disposons de 7 donneurs sains,
6 patients porteurs de mutations récessives de LRBA, 5 patients porteurs de mutations récessives
de NBEAL?2, 3 patients porteurs de mutations hétérozygotes de CTLA-4. A notre connaissance,
pour ces quatre groupes, les patients ne suivaient pas de traitements immuno-modulateurs. Puis
nous avons deux groupes de patients CTLA-4 traités : sous abatacept (4) ou sous corticoides
(1), qui pourraient étre regroupés sous une seule appellation « CTLA-4 traités ». Enfin nous
avons un groupe comportant deux donneurs porteurs sains d’une mutation de CTLA-4 (CTLA-

4 hc pour healthy carriers).

Number of samples per type

Controls = 7

LRBA - |6

NBEAL2-] | 5

CTLA-4 hcH 2

CTLA-4 untreated = 3

CTLA-4 after steroids = 1

I I I I I
0 1 2 3 4 5 6 7

Number of samples

Figure 27: Présentation des groupes de patients analysés par séquencgage en cellules uniques sur PBMC

La répartition des échantillons en fonction de 1’age est décrite a la Figure 28. Nous avons essayé
de conserver une répartition homogene et d’éviter des différences d’ages trop importantes entre

les patients et les controles et au sein des groupes.
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samples grouped age and type
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50 to 59 yo— 0
1
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T T T T T T
0 1 2 4 5 6 7
Number of samples

Controls

LRBA

NBEAL2

CTLA-4 untreated
CTLA-4 after abatacept
CTLA-4 after steroids
CTLA-4 hc

Figure 28: Répartition par 4ge des échantillons étudiés en séquencage sur cellules uniques

Tableau 9: Principales caractéristiques des donneurs et patients étudiés en séquencage en cellules uniques

Group Sample ID Gender Age  Mutated gene Allele Inheritance Protein change Treatment Main symptoms
Controls [« F 13 NA NA NA NA None  None
Controls C1_Cousin_P1 F 16 NA NA NA NA None  None
Controls C4_bis M 20 NA NA NA NA None  None
Controls C26 F 30 NA NA NA NA None  None
Controls C3_Mother_P6_CTLA4 F 50 NA NA NA NA None  None
Controls c27 M 53 NA NA NA NA None  None
Controls C2_Brother_pP4 M 58 NA NA NA NA None  None
Chill blain lupus,
NBEAL2 P3_NBEAL2_hmz M 9 NBEAL2 homozygote  Both parents p.L1501* None .
hypogammaglobulemia, GPS
.52269L and p.G2553E GPS, NK | h ia,
NBEAL2 PS_NBEAL2_compound ~ M 29 NBEALZ  compound_htz Both parents " andp None ymphopenia, reare
and -1lex44 hematomas
NBEAL2 P4_NBEAL2_compound F 55 NBEAL2 compound_htz  Both parents p.E643Vand p.P2100L None  GPS, hematomas
GPS, hematomas, splenomegaly, T
NBEAL2 P6_NBEAL2_compound F 52 NBEAL2 compound_htz  Both parents p.C2190*and p.L2646P  None  and NK lymphopenia, haemolitic
anemia, type 2 diabetes
GPS, h it , thyroditis,
NBEAL2 P7_NBEAL2_hmz F 61 NBEAL2 homozygote Both parents p.L1629* None ematomas, thyroditis
splenomegaly
LRBA P1_LRBA_hmz F 14 LRBA homozygote Both parents p.R722_L1723del None  Splenomegaly, adenopathies
LRBA P6_LRBA_hmz F 17 LRBA homozygote Both parents p.Q1508* None TP, AIHA
. Vitiligo, lymphopenia B/NK,
large deletion - .
LRBA P8 LRBA_hmz M 19 LRBA homozygote Both parents None  pulmonary infiltration, parenteral
From exon 3 to 40 e
nutrition
P2_LRBA_h M 30 LRBA homozygote toi t tidis and shirt
LRBA ——ReA_nmz e Both parents  p.R722_L1723del Yop PR e dil
stature
LRBA PS_LRBA_compound F 30 LRBA  compound_htz Both parents P-R633" and None TP AHA, diabetes type|
R - pV723_K753del
DICv, I , hepati d
LRBA P7_LRBA_hmz F 62 LRBA homozygote  Both parents pT2459% None .~ 8ranulome, hepatican
intestinal damages
CTLA-4 untreated P9_CTLA4_ht M 15 CTLA4 heterozygous unknown p.R70W None 2:;::25 type |, total alopecia, AIHA,
CTLA-4 untreated P6_CTLA4_ht M 22 CTLA-4 heterozygous father delerlor;no(f:;ﬁlZ e None  assumed asymptomatic
P5 CTLA4 ht AIHA, hepatosplenomegalia,
CTLA-4 untreated — - M 31 CTLA4 heterozygous father p.P137L None A
hypogammaglobulemia
P2_CTLA4_ht_hc deletion of exon 2 and 3
CTLA-4_hc _Mother p1 F 53 CTLA-4 heterozygous unknown in CTLA4 None  None
P3_CTLA4_ht_hc deletion of exon 2 and 3
CTLA-4_hc _Father_P6 M 53 CTLA4 heterozygous unknown in CTLA4 None  None
diabetes t I, total al ia, AIHA,
CTLA-4_treated P9_CTLA4_ht T 19 CTLA-4 heterozygous unknown p-.R70W Abatacept etl:azemas U3l URENIEI]
CTLA-4_treated PS_CTLA4_ht T 31 CTLA-4 heterozygous father p.P137L Abatacept
AIHA, hepatospl ly,
CTLA-4_treated RAZCTLAGEREET 55 CTLA-4 heterozygous unknown p.P137L Abatacept SRALOSPENOMEEaY
hypogammaglobulemia
deletion of 2and3 lyad thi d
CTLA-4_treated P1_CTLA4 ht T M 28 CTLA4 heterozygous father €ietion of exon 2 an Abatacept polyadenopatnies an
in CTLA-4 hepatosplenomegaly
CTLA-4_treated P6_CTLA4_ht T M 25 CTLA-4 heterozygous father delerlor;no(f;lﬁhr:‘Z andis Steroids ITP
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Les principales caractéristiques, cliniques et biologiques, des donneurs étudiés, sont reportées

dans le Tableau 9.

A partir de ces données, nous avons pu réaliser plusieurs intégrations des échantillons pour

répondre a différentes questions :

- les signatures transcriptomiques des patients NBEAL2 ressemblent-t-elles a celles des

patients LRBA et CTLA-4 ?

- les patients CTLA-4 traités par CTLA-4-Ig (abatacept) retrouvent-ils des profils

transcriptomiques similaires aux donneurs sains ?

- peut-on prédire si un patient porteur d’une mutation hétérozygote de CTLA-4
développera des symptomes ? Les signatures transcriptomiques des porteurs sains

ressemblent elles a celles des controles ?
2.3. Comparaison des patients avec un déficit en CTLA-4

Dans un premier temps nous avons cherché a comparer les patients avec des mutations
récessives de NBEAL?2 ou LRBA avec des patients ayant une haplo-insuffisance en CTLA-4. En
effet, ces données nous permettraient de compléter 1’article présenté dans la premiére partie des
résultats. Nous espérons que ’analyse de ces résultats pourra nous permettre de mieux
caractériser la pathophysiologie de I’auto-immunité chez les patients souffrant du syndrome des

plaquettes grises, grace a une comparaison avec les patients LRBA et CTLA-4.

Les groupes « controls » ; « NBEAL2 » ; « LRBA » et « CTLA-4 untreated » ont donc été

comparés et les données ont été intégrées ensemble.
2.3.1. Traitement des données et génération de la UMAP

Pour ce projet, une UMAP a été générée a la suite de D'intégration des 21 échantillons
mentionnés au début de ce paragraphe. Une explication de 1’obtention de cette UMAP est

décrite au paragraphe 11.1.

A la suite de cette intégration, un échantillon ne semblait pas former de clusters similaires aux
autres. Les contrdles qualités dans leur globalité ont été revu point par point et il a été décidé

d’éliminer cet échantillon de 1’analyse. (P§_LRBA hmz).

Une nouvelle UMAP contenant les 20 échantillons a été générée et les différents clusters,

correspondants a des sous-types cellulaires, ont été identifiés et annotés (Figure 29).
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Figure 29: UMAP permettant de visualiser les données et les clusters de cellules obtenus

Trois macro-clusters sont identifiés délimitant les cellules myéloides (a droite), les lymphocytes
T (en bas a gauche) et les lymphocytes B (en haut a gauche). En rentrant dans le détail des
clusters, on peut distinguer les cellules dendritiques classiques (cDC, cluster accroché a celui
des monocytes a droite) et les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC). Les clusters de
monocytes sont annotés avec le nom des marqueurs qui les caractérisent le plus : « CD16 » pour
les monocytes non-classiques, « CD14-high » pour les monocytes classiques et ainsi de suite.
Un cluster de cellules T en prolifération ainsi qu’un cluster possédant des marqueurs de cellules
T 3 se détachent du macro-cluster des lymphocytes T. Nous pouvons distinguer un petit cluster
de cellules souches hématopoiétiques (HSC). Parmi les cellules B, le cluster des plasmablastes
se détache également du macro-cluster. A noter qu’un sous-cluster, appelé pour I’instant « B-
mystery » n’a pas été totalement identifié. Nous sommes certains qu’il s’agit de cellules B, mais
nous avons du mal a les catégoriser. De plus deux autres petits clusters sont difficiles a
identifier : il s’agit du cluster appelé « érythrocytes », qui est composé de cellules exprimant
fortement des geénes de I’hémoglobine ; et du cluster « PPBP+ » qui expriment fortement des
genes classiquement associés aux plaquettes. Nous pensons que ces deux clusters sont

probablement des contaminants et nous ne les considérerons pas dans la suite de 1’analyse.
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Enfin, il faut noter que I’identification des différents sous-types de lymphocytes T CD4+ et
CD8+ est assez complexe. En effet, contrairement a des techniques classiques de cytométrie en
flux, les marqueurs permettant de distinguer les cellules mémoires et naives sont trés peu

exprimés au niveau transcriptomique (CCR7, CD45RA...).

Il reste donc deux clusters de lymphocytes T appelés « CD4 » et « CD8 », avec des
transcriptomes indiquant plutét un phénotype mémoire que naif, que nous n’arrivons pas a

catégoriser de fagon explicite.
2.3.2. Analyses des biais de clusters

Une fois les clusters identifiés, la premicre étape d’analyse consiste a regarder si certains sous-
types cellulaires ressortent comme pathologiques : par exemple un cluster de cellules qui n’est

trouvé que chez les patients. Ce n’était pas notre cas pour cette expérience.

Nous nous sommes ensuite intéressés a la proportion de chaque cluster par rapport a I’ensemble

des cellules. En Figure 30, les proportions des clusters par groupe de patients sont représentées.

On remarque que les deux clusters de monocytes « CD14 low » et « CD14 high » sont plus
représentés chez les patients CTLA-4. A I’inverse on observe une lymphopénie globale des
lymphocytes T CD4+ pour ce groupe de patients, ainsi qu’une diminution du nombre de cellules
NK mature (CD56+). Pour le groupe de patients LRBA, on observe également une diminution
du nombre de lymphocytes T CD4+ centraux mémoires et naifs, et T CD8+ naifs. En revanche,
le pourcentage de CD8+ centraux mémoires ainsi que des TReg est augmenté a la fois pour le
groupe LRBA et pour le groupe NBEAL2. Enfin, chez les patients NBEAL2, le nombre de
cellules NK CD56+, ainsi que le nombre de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques semblent
diminués.

Si nous comparons ces résultats a ceux du cyTOF sur sang total (PBMC et granulocytes) réalisé
sur les patients NBEALZ2, nous observons la méme tendance pour les TReg et les cellules CD8+
centrales mémoires. De la méme manicre, une tendance a I’augmentation du nombre de cellules

B naives semble étre confirmée chez les patients NBEAL2.
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2.3.3. Analyses des voies de signalisation dérégulées

Afin d’explorer les voies de signalisation dérégulées pour chaque groupe de patients, nous
avons réalis¢ des analyses de geénes différentiellement exprimées (DEG) sur les clusters
cellulaires. Ces analyses permettent de comparer, pour un cluster cellulaire, un groupe de
patients au groupe contrdle et de faire ressortir les génes sur-exprimés ou sous exprimés chez
les patients. Une fois ces listes de génes obtenues, nous réalisons une analyse d’enrichissement,
qui nous permet d’avoir une idée des grandes voies de signalisation dans lesquelles la plupart
de ces genes ont un role. Ces analyses d’enrichissement ont été réalisées en utilisant la base de

données EnrichR 2! (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) ainsi qu’a I’aide du logiciel Ingenuity

Pathways Analysis (IPA) de Qiagen. Lors des analyses EnrichR, nous nous sommes notamment
concentrés sur les librairies : GO_Biological Process 2021 ; GO_Cellular Component 2021 ;

et GO_Molecular Function 2021.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux macros-clusters : cellules myéloides,
T et B, ainsi que des grands sous clusters : T CD4+, T CD8+ et les deux clusters de cellules NK
(précoces et matures). Dans ce paragraphe, les premiers résultats seront présentés. Ils seront
amengs a étre affinés lors d’un deuxiéme temps d’analyses sur des clusters cellulaires plus petits
et en comparaison avec la littérature disponible pour ces 3 groupes de patients.

Nous avons notamment remarqué que les voies de signalisation de I’apoptose semblent sous-

exprimées dans les lymphocytes T CD8+ des patients GPS (Figure 31). Ceci pourrait expliquer

leur pourcentage de cellules CD8+ mémoires augmenté.

death—inducing signaling complex assembly (GO:0071550) - 177 =
TRAIL-activated apoptotic signaling pathway (GO:0036462) - 177 E
positive regulation of cysteine-type endopeptidase activity involved in apoptotic signaling pathway (GO:2001269)4 1/8 * Adjusted.P.value
self proteolysis (GO:0097264)71  1/8 * 0.020
5 negative regulation of necroptotic process (GO:0060546)1 1/9 * 0.015
2 SRP-dependent cotranslational protein targeting to membrane (GO:0006614) 4 - HAT 0.010
cytoplasmic translation (G0:0002181) - | Sl *** 0.005
cotranslational protein targeting to membrane (GO:0006613) - - A% I
protein targeting to ER (GO:0045047) -- KRk
nuclear—transcribed mRNA catabolic process, nonsense-mediated decay (GO:0000184) -I*"*

0 100020003000
Combined.Score

Figure 31: Voies de signalisation de I'apoptose sous-exprimées chez les patients NBEAL2, pouvant expliquer leur excés

de lymphocytes CD8+ mémoires

L’analyse des génes différentiellement exprimés dans les cellules B naives des patients GPS
montre une sur-expression des voies d’activation des cellules B (Figure 32). Ce profil

transcriptomique pourrait expliquer 1I’exces de lymphocytes B naifs observés chez les patients.
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Figure 32: Sur-expression des voies d'activation des cellules B dans le cluster des B naives chez les patients NBEAL2,
expliquant leur Iéger excés de cellules B

Enfin, nous avons commencé a comparer les groupes de patients entre eux. Ainsi la listes de
genes différentiellement exprimés pour chaque macro-cluster et chaque groupe ont pu étre
comparés sur le logiciel IPA (Ingenuity Pathway Analysis, Qiagen). Les voies de signalisations
dérégulées sont décrites dans la Figure 33. Nous remarquons que les groupes de patients LRBA
et NBEAL2 ont des signatures trés similaires. De plus, les voies de signalisation liées au TCR,
a la régulation du cytosquelette d’actine ou a I’extravasation des leucocytes sont toutes régulées
a la hausse chez les patients. Ces voies de signalisation dérégulées pourraient contribuer, ou

étre le résultat, des manifestations auto-immunes développées par ces patients.

Activation z-score - -

-5,337 5,333

Canonical pathway

EIF2 Signaling

RHOGDI Signaling

PD-1, PD-L1 cancer immunotherapy pathway
Coronavirus Pathogenesis Pathway

Phagosome Formation

T Cell Receptor Signaling

Oxidative Phosphorylation i

CDC42 Signaling HEN -
Regulation of Actin-based Motility by Rho [ | [ |
RHOA Signaling HE BEEN
Actin Cytoskeleton Signaling . ..
Integrin Signaling N NEEN
Leukocyte Extravasation Signaling . ‘ !!] o
Ephrin Receptor Signaling ‘ E
Signaling by Rho Family GTPases | [
Fcy Receptor-mediated Phagocytosis in Macrophages ... Hi i.ﬁ'

Xenobiotic Metabolism PXR Signaling Pathway

Figure 33: Analyses des voies de signalisation dérégulées dans les macro-clusters pour chaque groupe de patients

(gréce au logiciel IPA).

Seuls les voies de signalisation les plus dérégulées sont montrées ici. Les groupes LRBA et NBEALZ2 sont proches. Les z-
scores permettent de visualiser si les voies de signalisation sont régulées a la hausse (orange) ou a la baisse (bleu). Les
points gris indiquent que les p-values ne sont pas significatives pour le cluster et la voie de signalisation correspondants.
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2.3.4. Perspectives

Nous souhaiterions nous concentrer sur les cellules dont la dérégulation est maximale pour les
patients GPS et peaufiner la comparaison entre les groupes de patients. Nous espérons pouvoir
ressortir des sous-types cellulaires ou des voies de signalisation préférentiellement dérégulées
pour chaque groupe de patients, afin de potentiellement les corréler aux symptomes de ces

différentes déficiences en CTLA-4.

2.4, Deuxieme objectif : Effet du traitement par abatacept et

analyse des porteurs sains de mutations de CTLA-4

Grace a ces expériences de séquencage en cellules uniques, nous serons également en mesure
de mener une autre étude et de comparer des patients présentant une haplo-insuffisance en
CTLA-4, avant et aprés leur traitement par abatacept ou corticoides (pour 3 patients, soit 6
¢chantillons). De plus, nous pourrons analyser les différences entre les porteurs sains et les
patients développant des symptomes. Cette analyse est juste initiée. Nous avons di exclure le
patient P4 CTLA4 ht T car ’encapsulation de ses cellules lors de I’expérience était
incompléte. En outre, les données collectées montraient un comportement qui divergeait de tous
les autres échantillons. L’intégration des échantillons a été réalisée ainsi que la UMAP. Les
biais de clusters sont en cours d’analyse ainsi que les listes de geénes différentiellement

exprimeés.

2.5. Troisieme objectif : Analyse d'une patiente présentant
une mutation homozygote de CTLA-4

Enfin, une derniere patiente CTLA-4, ainsi que sa mere, ont été analysées par séquencgage sur
cellules uniques. Il s’agit d’une patiente, issue d’une famille consanguine et présentant une
mutation homozygote de CTLA-4. Cette mutation est particuli¢re car elle se situe dans I’intron
3, a la position -3 de I’exon 4 (c.568-3C>A). La mére de cette patiente est porteuse de la
mutation a 1’état hétérozygote et ne présente aucun symptdme, ainsi qu’un niveau d’expression
de CTLA-4 normal sur ses TReg. Notre hypothése est que cette mutation produit un épissage
aberrant, mais cette mutation est probablement hypomorphe et permet un épissage normal sur
une proportion des ARNm ; ce qui expliquerait que les porteurs hétérozygotes ne présentent

aucun signe d’une haplo-insuffisance en CTLA-4.
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Pour conclure sur ce défaut en CTLA-4 chez la patiente, nous espérons que la comparaison de
ses données de single-cell avec celles d’autres patients CTLA-4 et d’autres porteurs sains, nous

permettra de montrer les mémes voies de signalisation dérégulées.

3.DOCK11

Lors de I’analyse de I’interactome de NBEAL2, DOCK11 (Dedicator of cytokinesis 11) a été
identifié comme un partenaire potentiel de NBEAL2. DOCKI11 est le 11 membre de la
famille des protéines DOCK, qui sont des facteurs d'échange de guanine nucléotidique (GEF)
non conventionnels. DOCK11 est exprimé de maniére prédominante dans les leucocytes 21°.
Les protéines de la famille DOCK interviennent principalement dans l'activation des GTPases
Rac et Cdc42 en régulant I'échange entre GDP et GTP. Ces échanges sont déterminants pour

diverses fonctions des cellules B et T, telles que la chimiotaxie, I'adhésion et la différenciation.
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Figure 34: Modéle spéculatif du réle de DOCK11 dans la polymérisation de I'actine 216

Schéma simplifié de la dynamique du cytosquelette d'actine permettant de visualiser le réle potentiel de DOCK11. Les
protéines DOCK activées convertissent les protéines inactives de la famille Rho liées au GDP en formes actives liées au
GTP. Les protéines de la famille Rho (RAC, CDC42), a leur tour, activent le complexe nucléateur d'actine Arp2/3 via
WASP. WDR1 favorise le renouvellement du filament d’'actine dépendant de la cofiline.
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DOCKI11 active principalement Cdc42, qui promeut la formation de filopodes et influence la
morphologie cellulaire 2!7. Un modeéle du role de DOCK11, ainsi que d’autres protéines de la
famille des DOCK est schématisé a la Figure 34 216,

Les souris DOCK11 - présentent une augmentation du pourcentage de cellules pro-B dans la
moelle osseuse mais une diminution du pourcentage de cellules B de la zone marginale et des

cellules T CD4+ du thymus '8,

A ce jour, aucun déficit en DOCK11 n’a été rapporté chez I’Humain.
3.1. Cohorte et symptomes cliniques

Suite a I’analyse des exomes réalisée a I’institut Imagine, nous avons mis en évidence des

mutations hémizygotes de DOCK1 I chez 5 patients, de 4 familles non-apparentées (Figure 35).

Les mutations sont détaillées dans le Tableau 10, elles ne sont pas décrites dans la base de

données internationales GnomAD.

Les positions des mutations au niveau protéique sont représentées a I’échelle a la Figure 36.La
protéine DOCKI11 possede deux domaines DHR comme 1’ensemble des protéines DOCK. Le
domaine DHR-1 peut se lier a PIP3, ce qui peut permettre la localisation du DOCK sur la
membrane. Le domaine DHR-2 peut activer des GTPases comme Cdc42. De plus, DOCKI11
possede un domaine PH, interagissant principalement avec le phosphoinositide et qui pourrait

étre 1ié a la translocation membranaire 2!°.

Les mutations des patients ne sont pas positionnées dans un domaine particulier de la protéine.

Family A Family B Family C Family D
[1] [1] DZiD
€.38937>G c.4007A>G c.823A>T c.1240G>T
p.L1298R p.H1336R p.T275S p.D414Y

Figure 35: Arbres génétiques des familles DOCK11
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Figure 36: Position des mutations DOCK11 au niveau protéique

Tableau 10: Détails des mutations DOCK11 et des scores de prédiction

Gene Family Allele Inheritance Exon Protein Nomenclature rs Polyphen Sift CADD
Deleteri
DOCK11  FamilyA  hemizygous mother 36 p.l1298R  c.3893T>G  Never described é_;:'i‘;s NA 28

Benign Benign

DOCK11 Family B hemizygous mother 38 p.H1336R c.4007A>G Never described (score: 0.003) (score: 0.57) 20
. . . Benign Benign
DOCK11 Family C hemizygous mother 8 p.T275S c.823A>T Never described (score: 0.003) (score: 0.58) 15
Probably .
. . ) X Deleterious
DOCK11 Family D hemizygous mother 12 p.D414Y ¢.1240G>T  Never described Damaging (score:{0) 30
(score: 0.998) )
Tableau 11: Principaux symptomes des patients de la cohorte DOCK11
. Age at Autoimmune A q q Digestive
Patient Genotype e manifestations Skin manifestation o ion Others Therapy
A p.L1298R 2yrs ITP Dermatosis Severe Failure to thrive Steroid;, VIG, Ritgxima b, IrT\ureI,
enteropathy everolimus, modigraf, remicade

Rheumatoid Factor &
B p.H1336R 5yrs AIHA Atopic dermatitis Enteropathy Polyarticular juvenile Steroids, methotrexate, adalinumab
idiopathic arthritis

C p.T275S 5yrs ITP AIHA no no no Steroids

D1 14 yrs Lupus Bullous dermatosis lleitis Pulmonary infection Steroids, plaquenil, cellcept
p.DA14Y Failure to thrive

D2 9yrs MCTD Bullous dermatosis No Failure to thrive Steroids, plaquenil

Les principaux symptomes cliniques des patients sont rapportés dans le Tableau 11. Tous les
patients présentent des manifestations auto-immunes. Quatre patients ont des affections de la
peau et trois d’entre eux montrent des manifestations digestives. Trois patients ont un retard de
croissance et un des patients a une arthrite juvénile idiopathique polyarticulaire avec des

facteurs rhumatoides positifs.

3.2. Impact des mutations

Les mutations ont été confirmées par séquengage Sanger. Le niveau d’expression
transcriptomique a été évalué par qPCR mais n’a pas montré de différence entre les patients et
les controles testés. Une analyse de I’expression transcriptomique d’autres partenaires de

DOCKI1 est prévue.

Laure DELAGE Theése de doctorat 111



Un western blot a été réalisé sur les lysats protéiques des cellules T activées des patients et de
donneurs sains. Une légeére diminution de I’expression protéique peut étre notée chez les
patients, cependant la protéine DOCKI11 est exprimée chez tous les patients. Les impacts

structuraux sur la conformation 3D de la protéine sont en cours d’analyse.

Un marquage de DOCK11 en immunofluorescence a été réalisé€, cependant 1’anticorps testé est
non spécifique, car un signal est aussi émis dans une lignée cellulaire n’exprimant pas la

protéine DOCK11. Nous cherchons actuellement d’autres alternatives pour réaliser ces images.
3.3. Marqueurs biologiques

Les expressions de plusieurs marqueurs d’activation ont été¢ étudiées sur les cellules T activées
des patients. Chez trois patients (A, D1, D2), une expression réduite du MHC de classe II a été

trouvée dans les cellules T activées, en comparaison a celles de donneurs sains.
3.4. Analyses fonctionnelles

Des tests fonctionnels ont été réalisés afin de déterminer I’impact des mutations sur certains
processus biologiques. Comme DOCKI1 semble avoir un rdle dans la formation du
cytosquelette des tests de migration et de « spreading » ont été réalisés. Enfin, des tests de

prolifération et d’apoptose ont été faits.
3.4.1. Etude du cytosquelette

Les tests de migration spontanée dans des canaux en deux dimensions permettent d’évaluer la
vitesse de progression des cellules, la fagon dont elles se déplacent dans ces canaux
(mouvements unidirectionnels ou changement de sens) ainsi que la localisation de ’actine
polymérisée. Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec le laboratoire du Dr
Fernando Sepulveda a D’institut Imagine. Enfin, des tests de « spreading » permettant de
mesurer la capacité de la cellule a s’étaler sur une surface, ont été réalisés en collaboration avec

I’équipe du Dr Claire Hivroz a I’institut Curie.

Migration 2D

Nous avons pu observer que la vitesse de migration des cellules T activées étaient différentes
chez 3 patients comparés aux contrdles. Les patients présentent en effet une vitesse de migration

réduite ou augmentée. Nous nous attendions initialement a ce que le changement de vitesse soit

homogene parmi les patients, cependant il est possible que les mutations aient des impacts
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différents selon leur position dans la protéine. De plus, nous avons pu observer que la proportion
de cellules T CD4+ et T CD8+ différait apres activation selon les patients. Ces expériences
doivent donc étre refaites en séparant ces deux sous-population. Il est possible que DOCK11

ait un role prépondérant dans 1’un des deux sous-types cellulaires.
Polymérisation de I’actine sous contrainte 2D

Afin d’estimer la répartition de I’actine polymérisée au cours de la migration 2D des cellules
dans les canaux, des images ont ét¢ acquises en microscopie confocale. L ensemble des patients
n’a pas été testé¢ a ce jour, mais les résultats préliminaires sur deux d’entre eux semblent
prometteurs (B, C). En effet, on observe que la polymérisation de 1’actine est anormale dans les
cellules des patients et ne se localise pas a ’arriére de la cellule comme c’est le cas pour les
contrdles. Cette répartition anormale de I’actine dans le cytoplasme des cellules pourrait étre a

’origine des anomalies de migration observées.

Tests de spreading

La capacité des cellules a s’étaler a été évaluée par microscopie pour les patients A, D2 et B.
Cette capacité d’étalement est liée a une re-modélisation de 1’actine apres stimulation. Nous
avons pu observer que les patients présentant des vitesses de migration différentes des contrdles,
présentent également des surfaces de d’étalement (spreading) anormales.

De la méme manicre, le spreading anormal n’est pas homogéne parmi les patients. Certaines
cellules s’étalent plus et d’autres moins. Ces tests seront a refaire pour confirmer les résultats

et notamment explorer plus spécifiquement le spreading des cellules T CD4+ ou CD8+.
3.4.2. Tests de prolifération in vitro

Un test de prolifération a pu étre réalisé sur les cellules T activées des patients A et D2. Le
patient D2 ne semble pas présenter de défaut de prolifération in vitro. Le patient A présente un
défaut de prolifération accentué¢ aux doses fortes d’anti-CD3. Ces résultats doivent étre

confirmés avec une répétition de 1’expérience et I’étude des autres patients.
3.4.3. Tests d’apoptose

Des tests d’apoptose ont été faits sur des cellules T activées par le TCR (Dynabeads CD3/CD28)
pour tous les patients. De manicre globale, il n’y a pas de défaut flagrant de cette fonction et les

cellules des patients ne semblent pas présenter une mort cellulaire plus élevée.

Si les patients sont analysés de fagon individuelle, on note un léger défaut d’apoptose par Apo20

et CHX+TRAILKkiller pour le patient A. On note également un défaut d’apoptose pour les
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patients A, D1 et D2 par réactivation avec la PHA. Il s’agit des patients qui présentent une

expression du MHC de classe II diminuée.

Ces résultats doivent étre répétés et confirmés. De plus, il serait intéressant de tester 1’apoptose
sur les cellules B, a la vue de I’importance de la protéine DOCK11 pour cette population dans

des modé¢les murins.
3.5. Perspectives sur DOCK11

Nous souhaitons poursuivre 1’exploration de ces variants DOCK11. Nous estimons qu’ils
représentent de bons candidats pour expliquer les symptdmes des patients. Cette hypothese est
renforcée par le fait que les familles ne sont ni apparentées ni consanguines, que les mutations
ne sont pas décrites dans les bases de données publiques et que nous trouvons des défauts au

niveau du cytosquelette lors d’expériences préliminaires.

Nous souhaitons étudier plus en détails le réle de DOCK11 dans les plaquettes car deux patients
présentent des purpuras thrombopéniques immunologiques (PTI). Des résultats préliminaires
pour le patient C semble indiquer un défaut d’agrégation liée a I’activation du récepteur PAR1
de la thrombine. L’activation de ce récepteur induit des réarrangements du cytosquelette. Ainsi,
un défaut chez les patients pourrait montrer de maniere indirecte le role de DOCKI11 dans la

fonction plaquettaire.

Grace a une collaboration avec les Dr Frédéric Adam et Alexandre Kauskot de I’unité INSERM
U1176, Hémostase Inflammation Thrombose, nous allons poursuivre cette exploration et
notamment estimer [’agrégation plaquettaire, 1’étalement sur fibrinogéne par
immunofluorescence, I’expression des principaux récepteurs et de la taille des plaquettes par
cytométrie, l’activation plaquettaire, 1’ultrastructure des plaquettes par microscopie
électronique a transmission (MET), I’expression de DOCKI11 et de ’activit¢ de CDC42 dans

les plaquettes.

La migration 2D ayant donné des résultats encourageants, nous envisageons également
d’étudier la migration 3D des cellules dans des gels de collagéne (collaboration avec le Dr Pablo
Vargas).

Enfin nous souhaiterions étudier la formation des filopodes dans des modeles de cellules
dendritiques dérivées de monocytes (moDC) et de cellules B, immortalisées a I’EBV. Cette
analyse nous semble pertinente car DOCK11 promeut la formation des filopodes et des
dendrites 2!7. Nous avons déja optimisé le protocole pour les cellules B et nous collaborerons

avec 1’équipe du Dr Mickaél Ménager pour I’étude des dendrites des moDC.
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Si ces travaux d’exploration démontrent un réle de DOCK11 dans les symptomes développés
par ces patients, il s’agirait de la premicre description de mutation hémizygote de DOCKI ]

chez I’Humain.

4.CCDCS88B

Lors de I’analyse de I’interactome de NBEAL2, un autre partenaire mis en évidence est
CCDC88B. L’intensité de cette protéine chez les contrdles et le différentiel d’expression entre

donneurs sains et patients GPS la classe parmi les meilleurs partenaires de NBEAL2.

Le laboratoire avait précédemment identifi¢é un patient porteur de mutations hétérozygotes

composite de CCDCS88B.
4.1. Fonctions biologiques connues de CCDC88B

Dans un mod¢le murin, CCDC88B code pour une protéine importante dans la fonction des
lymphocytes T. L’absence d’expression de la protéine CCDC88B entraine une maturation in
vivo aberrante, une activation et une division cellulaire réduites, ainsi qu'une production altérée
de cytokines (IFN-y et TNF) en réponse a 1'engagement des récepteurs des cellules T, ou a des
stimuli non spécifiques in vitro, et au cours de l'infection a P. Berghei in vivo. CCDC88B est

un régulateur important de la fonction des cellules T 2%°,

Chez I'humain, le géne CCDC88B est cartographié dans un locus du chromosome 11 (11q13)
associ¢ a la susceptibilité a plusieurs affections inflammatoires et auto-immunes, notamment le
psoriasis, la cirrhose biliaire primitive, la sclérodermie en plaques et les maladies

inflammatoires de I'intestin (MICI) 220- 221,222,

Le role de CCDCB88B a ¢été étudié dans des lignées cellulaires humaines, mettant en évidence
son implication dans le transport des granules lytiques et la cytotoxicité des cellules. CCDC88B
se lie notamment 8 DOCKS et a des protéines liées aux microtubules ; participant ainsi a la
polarité du centre organisateur des microtubules et a la synapse immunologique 2. Enfin le
role de CCDC88B a été partiellement ¢lucidé dans les cellules dendritiques, montrant une
mobilité réduite chez les DC n’exprimant pas la protéine. Ce défaut de mobilité se traduit par
un défaut de migration dans les tissus. A noter que 1’absence de CCDC88B ne semble pas

perturber la capture ou la présentation d’antigénes aux cellules T in vitro 22,
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4.2. Symptomes cliniques et phénotypes

Le patient, porteur de mutations hétérozygotes composites de CCDC88B, souffre d’une
macrothrombopénie et d’hypogammaglobulinémie. La thrombopénie est en rémission complete

apres une cure d’immunoglobuline en intraveineuse.

Un immunophénotypage a permis la mise en évidence d’une lymphopénie T CD4 discrete et
une numération normale des lymphocytes T CDS8 avec un excés modéré des lymphocytes T
CDS8 activés. Les numérations des lymphocytes B et des cellules NK ¢étaient normales.
L’expression de la perforine dans les lymphocytes T CD8 et les cellules NK était 1égeérement
diminuée chez le patient (Tableau 12). Ce résultat nécessitera d’étre confirmé, mais il est
encourageant, vu I’importance de la perforine dans les granules lytiques et le role de CCDC88B
dans leur transport.

Tableau 12: Nombre de cellules T CD8+ et NK exprimant la perforine et moyenne d'intensité de fluorescence de la

perforine sur ces populations

Name Events | % Total % Parent % Grandparent I ey o e
Mean Mean
Temoin perforine:Perforine/NK T 8,649 2.92 90.77 15.68 15,035
Temoin perforine:Perforine/CD8+TCRab+ T 6,255 2.1 41.12 11.34 7,178
Patient perforine:Perforine/NK+ 1,513 0.73 65.19 8.97 11,811
Patient perforine:Perforine/CD8+TCRab 234 0.11 457 1.39 5,634

Un phénotypage par CyTOF est en cours d’analyse afin d’avoir plus d’informations sur les
différentes sous-populations cellulaires et leurs marqueurs immunologiques. Ce marquage
pourra étre comparé¢ a ceux obtenus pour NBEAL2.

Enfin, des analyses plaquettaires ont révélé une macrocytose plaquettaire avec des réponses a
la thrombine de faible amplitude de 1’ensemble des glycoprotéines plaquettaires testées.

D’autres tests plaquettaires sont en cours.
4.3. Analyse d’exomes en trio

L’analyse des exomes du patient ainsi que de ses parents a été faite afin de rechercher des

variants pathologiques de novo, récessifs ou dominants.

Deux mutations hétérozygotes composites déléteres de CCDC88B ont été trouvées, dont une

non décrite dans la base de données GnomAD (Tableau 13).
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Tableau 13: Caractéristiques des mutations CCDC88B

Main transcript

S (selected)

Allele Inheritance Exon Protein Nomenclature rs Polyphen Sift CADD

Benign Deleterious

CCDC88B ENST00000356786.10 heterozygous  mother 14  P.R792W c.2374C>T rs774090996 (score: 0.005) (score: 0.05)

Probably Damaging Deleterious

CCDC88B ENST00000356786.10 heterozygous  father 24  p.G1334E  c.4001G>A  Never described (score: 0.999) (score: 0.01)

25

D’autres variants délétéres ont également été trouvés : des mutations hétérozygotes composites
de LYST ainsi qu'une mutation hémizygote de G6PD, décrite comme pathogénique dans la

littérature (Tableau 14).

Tableau 14: Caractéristiques des mutations de LYST et G6PD trouvés chez le patient

Main transcript

Gene Allele Inheritance Exon Protein Nomenclature rs Polyphen Sift CADD
(selected)
LYST ENST00000389793.7 heterozygous  mother e:;s Splice? Splice? rs201382097 NA NA 6
Benign Deleterious

LYST ENST00000389793.7 heterozygous  father 6  p.S1040C ¢.3119C>G rs541176869 18

(score: 0.394) (score: 0.04)

Probably Damaging Benign

(score: 0.954) (score: 1) 2

G6PD ENST00000393562_X hemizygous mother 3 p.148T c.1437>C rs76645461

4.4. Séquencage Sanger et qPCR

Les mutations de CCDC88B ont été confirmées par séquencage Sanger. L’impact de ces
mutations au niveau transcriptomique a ¢galement été caractérisé apres une amplification PCR

sur ’ADN complémentaire du patient et de ses parents.

Enfin le niveau d’expression transcriptomique a été évalué par RT-qPCR.
4.5. Analyses fonctionnelles

Les formes dérivées de I'oxygene sont produites de fagon normale par les granulocytes (96.6%
n; N>70%) en réponse a la PMA. Des tests d’apoptose et d’ AICD ont été réalisés sur les cellules

T activées du patient et n’ont pas révélés d’anomalies.

Un test de dégranulation sur les cellules T activées est en cours.
Analyse de cheveux et dosage de I'enzyme G6PD

Mise a part la macro-thrombocytopénie, les symptomes du patient ne sont pas en accord avec
des mutations récessives de LYST et un syndrome de Chediak-Higashi. Afin de confirmer
I’hypothéese que les variants de LYST ne sont pas causaux, une analyse des cheveux du patient

est en cours.
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De plus, en raison du variant hémizygote sur G6PD, un dosage enzymatique est en cours afin

d’établir ’impact du variant.
4.6. Conclusion et perspectives

D’autres tests sont nécessaires pour établir la causalité de ces mutations chez ce patient. Une
analyse du niveau d’expression protéique par Western Blot nous donnera une idée de 1I’impact
des mutations de CCDCS88B. En outre, une expérience d’immuno-précipitation pourrait étre
réalisée pour regarder si I’interaction entre CCDC88B et DOCKS8 pourrait étre altérée par ces

mutations.

De plus, une analyse des plaquettes par microscopie électronique permettra d’évaluer leur
morphologie et les organelles plaquettaires en détails et de les comparer a des patients atteints
du syndrome des plaquettes grises. En effet, comme CCDCS88B est probablement un partenaire
de NBEAL2, la thrombopathie observée résulte peut-étre d’un déficit granulaire. Nous
souhaitons également mesurer I'exposition de la p-sélectine (CD62P) a I'état de base et apres
activation, ainsi que les principales glycoprotéines telles que GPIIb, GPIbalpha, ce qui nous
permettra d'affiner nos conclusions sur 1'impact granulaire. De plus, nous souhaitons réaliser un
test d'agrégation plaquettaire pour ce déficit, une numération et un frottis sanguin, complété par

une recherche des auto-anticorps plaquettaires.

Ce patient possede quelques similitudes les patients atteints du syndrome des plaquettes grises :
macro-plaquettes, phénotype activé des cellules T CD8+ ainsi qu’une discréte lymphopénie

CD4+.

Si la causalité¢ de ces mutations est confirmée, il s’agirait de la premiere description de

mutations récessives de CCDC88B chez ’humain.
5.Autres analyses d'exomes

5.1. Patients LRBA/NBEAL2

Nous avons identifié par analyse d’exome, deux patients porteurs d’une mutation hétérozygote
de NBEAL2 et d’une mutation hétérozygote de LRBA (Tableau 15). Ces deux patients ne sont
pas apparentés et il n’y a pas de consanguinité familiale. Les autres causes génétiques,

classiquement associées a de I’auto-immunité ont été écartées. Les mutations ont été confirmées
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par séquengage Sanger et la ségrégation familiale a été réalisée (sauf pour le pere du patient 2

dont le prélévement sanguin vient d’étre recu au laboratoire).

Tableau 15: Mutations hétérozygotes déléteres de NBEAL2 et LRBA chez deux patients atteints d'auto-immunité

Gene Patient Allele Inheritance  Exon Protein Nomenclature rs Polyphen Sift CADD

LRBA Patient 1 Heterozygous mother 2 p. P37S ¢.109C>T (Mrfgtséggggl) (S[Z(ere:i;ilg;;) D((:?Otregosj)s 27
NBEAL2 Patient 1 Heterozygous father 15 Co’:\'ARggrgncain €.2062C>T (Ml::'z:oézolo%zﬁiz) (sl)czlre;i;i;g;) 321;1?;0(;5 33

LRBA Patient 2 Heterozygous mother 21 p. L843F c.2527C>T Never described (slizlre::e(;i.g;;) IZZ:ICe;Jt?;o(;J)s 32
NBEAL2  Patient2 - Heterozygous Jit:f)io B 2 (desrf:}i':alezgii% ps) C3BAG>A (Mfifgi%%%gm (scoBrz?iOg.r;OS) (Esée:r(ifg:) 19

Nous avons prouvé I’interaction entre NBEAL2 et LRBA grace a un interactome différentiel
entre patients GPS et donneurs sains. Le fait que ces deux patients développent des symptomes
auto-immuns, nous invite a suspecter une cause di-génique, en 1’absence d’autres geénes
candidats. L’expression de CTLA-4 sur les TReg du patient 1 est normale, mais diminuée chez
le patient 2. L’expression de CTLA-4 sur les cellules T apres activation n’a pas encore été
réalisée. L’étude de ces patients pourrait peut-&tre nous aider a comprendre le role exact de
I’interaction LRBA/NBEAL2. Nous avons pu réaliser une lignée de cellules souches
pluripotentes induites (iPSC) pour I’'un des patients (cf Annexe 14). Ce matériel précieux pourra
étre utilisé afin d’étudier I’'impact de ces mutations dans le développement de la lignée

mégacaryocytaire par exemple.
Données cliniques :

Patient 1 : Cet homme de 30 ans présente une pancytopénie auto-immune, un déficit cellulaire
et humoral progressif (hypogammaglobulinémie) ainsi qu’une hépatite auto-immune. Il a subi
une splénectomie a 1’age de 21 ans. Aucun de ses parents n’est atteint. Les tests d’apoptose se

sont révélés normaux.

Patient 2 : Ce garcon de 14 ans est suivi pour une hypogammaglobulinémie familiale (mére
aussi atteinte), diagnostiquée a la suite de plusieurs épisodes infectieux ORL. Sa meére est
également atteinte d’une thyroidite et de rhumatisme articulaire aigu. Il y a des antécédents
d’auto-immunité dans la famille maternelle (Syndrome de Goujerot, maladie de Wegener et
lupus érythémateux aigu disséminé). Le patient ne présente pas d’hépatosplénomégalie, et il a
connu des épisodes d’epistaxis. Il supporte bien le traitement par intraveineuse

d’immunoglobuline.
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5.2. TIGIT

Comme montré en introduction au Tableau 2, chez ’humain, un certain nombre de mutations
déléteres ont été rapportées dans quelques checkpoints immunitaires. Mais leur nombre reste
faible et contraste avec le nombre toujours plus important des checkpoints immunitaires décrits
dans la littérature. Les exemples des mutations de PD-1 3¢ et de CD28 37 décrites pour la
premiére fois en 2021 en attestent, et il est tout a fait probable que de nouvelles mutations de
checkpoints immunitaires seront trouvées prochainement. C’est pourquoi nous avons ré-
analysé les exomes de ’institut Imagine a la recherche de variants pathogéniques pour les génes
codants des checkpoints immunitaires. Nous avons notamment trouvé deux variants prédits

déléteres dans le géne TIGIT.
5.2.1. Fonctions biologiques de TIGIT

TIGIT (T-cell immunoreceptor with immunoglobulin and itim domains) est un checkpoint
immunitaire co-inhibiteur appartenant a la famille PVR. TIGIT est exprimé dans les TReg, les
cellules T mémoires et effectrices et les cellules NK. TIGIT posséde deux ligands : CD155
(PVR) et CD112 (NECTIN2) 25, Ces ligands sont également des ligands pour CD226 (DNAM-
1) et CD96. TIGIT est en compétition avec CD226 pour la liaison des ligands. TIGIT interagit
avec CD226 en cis et perturbe 'homodimérisation de CD226. Lorsque TIGIT se lie a son ligand,
il déclenche un signal inhibiteur, réprimant l'activation des lymphocytes T. Lorsque TIGIT se
lie aux cellules dendritiques tolérogenes induites par CDI155, il est capable d'inhiber la

prolifération des cellules T 226

TIGIT est fortement exprimé par un sous-type de TReg qui posseéde un phénotype activé et une
capacité de suppression supérieure aux TReg TIGIT- 2?7, De plus, les TReg TIGIT+ régulent
positivement l'expression du récepteur co-inhibiteur TIM-3 dans le tissu tumoral, et TIM-3 et

TIGIT sont en synergie pour supprimer les réponses immunitaires anti-tumorales 228,

TIGIT se compose d'un domaine extracellulaire d'immunoglobuline, d'un domaine
transmembranaire de type I et d'un domaine intracellulaire court avec un motif ITIM
(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) et un motif ITT (immunoglobulin tyrosine
tail-like) 2%°.

Il n'y a pas de variants génétiques connus de TIGIT associées a une maladie chez 1’humain.
Des mutations dans CD226 sont liées au diabéte de type 1, a la thyroidite auto-immune, a la

sclérodermie systémique, au lupus et au psoriasis 23°.
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5.2.2. Description clinique et génétique des patients

Les mutations trouvées sont détaillées dans le Tableau 16 et leurs positions au niveau protéique
sont schématisées en Figure 37. La mutation du patient P1 touche le domaine extracellulaire
d’homodimérisation de TIGIT, proche d’une position trés conservée, ce qui pourrait en
perturber la fonction. Le variant du patient P2 touche la partie cytoplasmique de la protéine.
Les arbres génétiques des patients sont décrits dans la Figure 38. L’analyse des exomes a permis

¢galement d’identifier d’autres variants potentiellement pathogéniques (Tableau 17).

Tableau 16: Détails des mutations de TIGIT trouvées pour ces patients

Gene Patient Allele Inheritance Exon Protein  Nomenclature rs Polyphen Sift CADD
) i Probably Damaging Deleterious
TIGIT Patient 1 heterozygous  unknown 2 p.G39C c115G>T Never described (score: 0.947) (score: 0) 24
TIGIT Patient 2 heterozygous  unknown 4 p.H223Y c667C>T Never described Possibly Damaging  Deleterious 21
(score: 0.723) (score: 0.01)
P1 P2
S
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Figure 37: Position des mutations de TIGIT au niveau protéique

P1 P2
c.115G>T | c.667C>T
p.G39C p.H223Y
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Figure 38: Arbres génétiques des patients présentant un variant pathogénique de TIGIT
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Tableau 17: Autres mutations délétéres associées a de I'auto-immunité trouvées dans les exomes des patients TIGIT

Gene Patient Allele Inheritance Exon Protein Nomenclature rs Polyphen Sift CADD

rs139528439  Possibly Damaging  Deleterious

24
(MAF : 0.002677)  (score: 0.842) (score: 0)

PVR Patient 1 Heterozygous unknown 3 p.E226K c.676G>A

rs150036211 Probably Damaging Benign

CARD8 Patient 1 Heterozygous unknown 9 p.G198S c.592G>A (MAF : 0.001786) (score: -1) (score: -1)

14

RNF31 Not described but Benign Deleterious

Patient 1 Heterozygous unknown 9 p.G540V c.1619G>T seen 6 times in 23

: 0. score: 0.02
(HOIP) the Institute (score: 0.102) ( )
NFAT5 Patient 2 Heterozygous unknown 4 p.S92T C.274T>A Never described (SCE:}:%ZS) (2::::3?;55) 25
RNF31 . rs746401660 Possibly Damaging Deleterious

Patient 2 Het k 1 .N60S .179A>G 27
(HOIP) atien elerozygous - unknown P ¢ (MAF : 0.0000723)  (score: 0.824)  (score: 0.04)

Données cliniques

Patient 1 : Un homme de 24 ans avec un diabéte insulinodépendant de type I, une pancytopénie
auto-immune probable et un syndrome lymphoprolifératif sans atteinte lymphomateuse. Le
patient présente également des adénopathies inguinales mais pas d’hépatosplénomégalie. Le
diagnostic a d’abord été orienté vers un syndrome ALPS-like, cependant aucune mutation de

Fas n’a été trouvée et les taux plasmatiques de FasL et d’IL-10 était normaux.

Patient 2 : Le patient caucasien de 39 ans est issu d’une famille non consanguine. Il présente un
syndrome d'Evans complet réfractaire (AIHA, ITP, Al neutropénie) a début tardif (33 ans).
Apres plusieurs tests (immunophénotypage, myélogramme, biopsie ostéomédullaire et
anatomopathologie de la rate), il n'y a pas de signe de lymphoprolifération.

Historique : A 25 ans, il développe une uvéite postérieure et une iridocyclite hétérochrome de
Fuchs. A 33 ans, la neutropénie auto-immune est détectée et le patient présentait alors une
splénomégalie, 6% de lymphocytes T double-négatif et des manifestations auto-immunes (FAN
1/1280, anti-SRP positif, anti PMSCI 1égeérement positif). L’hypothése d’un syndrome ALPS-
like est écartée, suite a I’absence de mutation de FAS et a des concentrations plasmatiques
normales de FasL et d’IL-10. Il est traité par des corticoides et ne fait pas de rechute pendant 4
ans. A 37 ans, il rechute avec une thrombopénie, puis une neutropénie et enfin une anémie
hémolytique auto-immune (AHAI) séveére. Son syndrome d'Evans est réfractaire aux
corticoides, aux IglV, au Rituximab, au G-CSF et aux agonistes des récepteurs TPO. Trois mois
plus tard, il sera splenectomisé en urgence ce qui corrigera ses cytopénies. Depuis il est

cliniquement stable sous neoral, bactrim, zecitrex, neucasta et nplate.

A noter, son cousin maternel a développé un syndrome de Crohn et son frére est atteint de

spondylarthropathie sans comorbidité.
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5.2.3.

Premier phénotypage et test fonctionnel TReg

TIGIT posseéde un réle important dans la biologie des TReg. Ainsi la fonction des TReg pourrait

étre testée. Un test préliminaire a notamment été réalisé sur les lymphocytes T du Patient 2.

Les lymphocytes T régulateurs, T effecteurs et les cellules dendritiques du patient et d’un

donneur sain ont été triées. Dés ce premier tri, le phénotype des TReg du patient différait de

celui du contrdle (et des contrdles sains déja passés dans de précédentes expériences. En effet,

le patient avait un pourcentage faible de lymphocytes T (34% des PBMC totaux), de TReg et

de cellules dendritiques classiques (Figure 39)
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Figure 39: Phénotypage du patient 2 porteur d'une mutation hétérozygote de TIGIT
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Le faible nombre de cellules TReg du patient récupéré aprés ce tri ne nous a pas permis de

conclure sur la fonction des TReg chez ce patient.
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Figure 40: Expression de TIGIT sur les TReg du controle et du patient apres culture
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Cependant apres culture avec les T effecteurs et les ¢cDC du contrdle, le marquage
extracellulaire de TIGIT semblait diminué pour les TReg du patient, comparé a I’expression de

TIGIT par les TReg du contrdle (Figure 40).

Ce résultat préliminaire montrant une diminution de I’expression de TIGIT sur les TReg du

patient sera a confirmer par d’autres immunophénotypages.
5.2.4. Perspective

La poursuite de I’exploration de ces patients par des marquages et des westerns pour mesurer
I’expression protéique de TIGIT pourra étre faite, en plus d’un immunophénotypage complet
par cytométrie de masse. TIGIT possedant un role important dans la biologie des TReg, I’étude
de la fonction des TReg sera poursuivie chez ses patients. Le fait que le patient 2 posséde un
pourcentage faible de cellules T régulatrices pourrait étre un obstacle technique pour ce test

fonctionnel.

Enfin, tous les patients TIGIT possédent d’autres variants pathologiques (Tableau 17), qui sont
de moins bons candidats mais qui représentent tout de méme des pistes. Pour le patient 1, le
variant délétére (mais fréquent) dans le géne PVR a été retenu car il s’agit d’un ligand de TIGIT.
Des variants hétérozygotes de CARDS ont été décrits comme augmentant le risque de
susceptibilité a la maladie de Crohn. Cependant, ce variant est décrit bénin dans Clinvar. Les
variants de RNF31(HOIP) ont été mentionnés, méme si seules des transmissions récessives ont
été décrites dans la littérature. Enfin le variant NFATS, jamais décrit et prédit délétere pourrait
étre responsable de I’auto-immunité chez le patient 2. NFATS semble associé a des pathologies

inflammatoires et auto-immunes, notamment via sa fonction dans les macrophages 23! 232,

Il faudra donc étudier ces autres variants, pour vérifier qu’ils ne sont pas causaux.

Idéalement, il serait trés informatif d’obtenir des échantillons ADN des proches et des parents
de ces patients afin de réaliser une ségrégation complete, voire des exomes complémentaires
pour le frére et le cousin du patient 2 qui présentent €également des symptomes auto-immuns.
Un arbre génétique plus approfondi devra étre réalisé pour le patient 2 et les variants déléteres
portés par le chromosome X devront étre évalués avec une attention particuliére pour éliminer

une possible transmission liée a I’X dans cette famille.
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6.Les thrombopénies mixtes existent-elles ?

La description tardive des manifestations auto-immunes chez les patients atteints du syndrome
des plaquettes grises, nous a incité a repenser notre fagon d’analyser les exomes des patients au

laboratoire.

En effet, combien de geénes initialement décrits comme responsables de thrombopénies
constitutionnelles, ont en réalit¢ un role plus large ? Des geénes codant des protéines,

classiquement décrites comme plaquettaires, auraient-ils un role dans le systéme immunitaire ?

Ainsi, une liste de 356 génes associés aux plaquettes ou a des maladies plaquettaires a été établie
165, , 166,208, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240 Poyr faciliter I’analyse, cette liste a ensuite été réduite a
122 génes connus pour étre impliqués dans des pathologies plaquettaires ou pour avoir un réle
fonctionnel dans les plaquettes (avec au moins une preuve expérimentale au niveau murin).

Cette liste de geénes est donnée en Annexe 13, Tableau 31.

Les exomes ont ensuite été ré-analysés avec cette nouvelle liste. Une deuxieme série d’analyses
a permis d’éliminer les patients pour lesquels des variants pathogéniques et classiquement
associés a leurs symptomes avaient déja été trouvés. Un intérét particulier a été apporté aux

patients présentant un PTI sans cause génétique identifiée.

Au total, 463 exomes ont ainsi €té ré-analysés et 21 variants ont été retenus (Tableau 18).
L’ensemble de ces variants nécessitera une étude plus approfondie pour valider leur causalité,
et une ségrégation familiale sera nécessaire pour conclure sur la pénétrance des variants. De

plus, les informations cliniques, et notamment les critéres permettant de conclure au PTI,

devront étre vérifiées extensivement afin d’éviter toutes fausses pistes.

A noter qu’un grand nombre de génes impliqués dans le cytosquelette sont ressortis de cette
étude. Il faudra surement distinguer les génes ayant un role restreint aux plaquettes, des génes

ayant des fonctions plus ubiquitaires.

Laure DELAGE Theése de doctorat 125



Tableau 18: Variants et principales caractéristiques cliniques des patients retenus apres analyse des exomes en

utilisant la liste de génes associées aux plaquettes

Function Gene Patient Allele Inheritance Protein rs MAF CADD Main symptoms
thrombopenia, Neutropenia, Splenomegaly, Adenopathies
Cytoskeleton TUBBI Patient1 Heterozveous Mother R297H Never R 28 axillaires, Hypergammaglobulinemia, ALPS suspicion, DN T
¥ V8 P described cells slight increase, FasL 0,4, IL10 normal
Cytoskeleton TUBB1 Patient2 Heterozygous Mother p.E45X Nevler - NA Rectientici: cerV|C§I !ymphadenopathy, ISR,
described necrotizing granulomatosis
. Never .
Cytoskeleton ACTNI1 Patient3 Heterozygous unknown p.N426H - - 28 Chronic ITP
described
. Never Evans syndrome with thrombopenia and auto-immune
Giedilision) A% | FEIEE (ISeRens| WHaeem | REEY described ° 24 neutropenia. FasL and IL-10 increased in plasma
Cytoskeleton TPM4 Heterozygous Mother  p.R146L rs538902086 3,2 10° 33
Patient 16 Chronic ITP
Cytoskeleton TRPM7 Heterozygous  Father p.R819W rs200662631 1,6 10 24
ITP, lymphoproliferatio, increased DN T cells, ALPS
Cytoskeleton TRPM7 Patient5 Heterozygous unknown p.A1254V rs56288221 5,0 10 23 ymphop Svesftar
Cytoskeleton MYH9 Patient6 Heterozygous unknown p.D1424N de’:il\'/iigd - 28 Chronic auto-immune cytopenia
Cytoskeleton MYH9 Patient 7 Heterozygous Mother p.S1294N Nevler - 23 Sear aumlmmfjr‘e hemolvticlanem alatlo months of age,
described positive Coombs, B lymphopenia
Cytoskeleton MYH9 Patient 8 Heterozygous Mother p.D1627N rs756236810 6,6 10 24 Alps-like suspicion, Splenomegaly
N L h liferati d ith autoi ity, DNT
Cytoskeleton MYH9 Patient9 Heterozygous Mother p.D1119V ev.er - 27 ymg SACINERENE SIS V\.” al.l qmmunl b
described cells inscreased, FasL concentration within normal range
Transcription ANKRD . Never X . .
factor 2 Patient 10 Heterozygous unknown p.R858X described - 38 Evans syndrome (including AHAI), increased DN T cells
Transcription . Never . .
factor ETV6 Patient 11 Heterozygous unknown p.R369W described 34 ITP with early onset, Crohn at 18 years old, lymphopenia
Trar;:z;g)rtlon RUNX1 Patient 12 Heterozygous unknown p.M2671 rs757570529 3,9 10° 16 Isolated ITP
Transcription Never
P JAK2 Patient 13 Heterozygous Father p.F240V . - 23 AHAI, ITP, autoimmune neutropenia, brain hematoma
factor described
Ei ti
r;zc‘t’imvi:y'c PLCG2 Patient 14 Heterozygous unknown  p.\V43l  rs370352962 2,6 10° 2 Refractory ITP
E ti Refractory ITP associated with aregenerative anemia, Evans]
r;f:‘t/imviiylc PLCG2 Patient 15 Heterozygous unknown p.D520G rs201391996 3,2 10° 21 syndrome, Coombs +, no ALPS, father epistaxis in

childhood, mother psoriasis
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Discussion et perspectives

Ce travail de theése a permis de mettre en évidence le role de NBEAL2 dans les lymphocytes T
activés. De nouveaux partenaires protéiques de cette protéine d’échafaudage ont été mis en
¢vidence, précisant son rdle dans le trafic vésiculaire. Les résultats trouvés autour de NBEAL2
ont été discutés dans ’article de la section 1 des résultats. Dans ce chapitre, les résultats de ma
thése seront mis en perspective et discutés selon des angles plus généraux sur les thrombopénies

et le role des protéines BEACH.
1.NBEAL2

1.1. NBEAL2 et granules

D’aprés les modeles murins et les résultats chez les patients atteints du syndrome des plaquettes
grises, le role de NBEAL2 dans le systéme immunitaire est large. Les neutrophiles, les
mastocytes, les lymphocytes T cytotoxiques ou encore les cellules NK semblent impactés par
I’absence de cette protéine. Toutes ces cellules possédent des granules et leur fonction
biologique en dépend largement. Comme NBEAL?2 est ¢galement exprimé dans la peau, nous
pouvons nous demander si le cas de vitiligo décrit par Sims et al '#4, pourrait étre en partie dd
aun rdole de NBEAL2 dans les mélanocytes et le trafic des mélanosomes, de maniére semblable
a LYST, une autre protéine BEACH. Le probléme pourrait également venir des cellules de
Langerhans, cellules sentinelles immunocompétentes présentes dans la peau et qui contiennent

de nombreux granules de Birbeck.

Nous pourrions extrapoler ces hypothéses a d’autres types de cellules exprimant NBEAL?2.
Nous savons notamment que cette protéine a une expression dans des tissus ayant une fonction
endocrine comme le pancréas, la thyroide ou les glande surrénales (source : The Human Protein

Atlas, disponible sur https://www.proteinatlas.org/ >*!). Ainsi, les thyroidites auto-immunes,

développées par les patients GPS, pourraient-elles étre amplifiées par le role de NBEAL2 dans

cette glande ?

De facon plus générale, nous pouvons poser I’hypothese que les tissus cibles de I’auto-immunité
pourraient initier et/ou diriger la réaction auto-immune vers ces tissus qui seraient a la fois
« coupables et victimes » de ’auto-immunité. Nous verrons que cette hypotheése pourrait

s’appliquer a de nombreuses manifestations auto-immunes.
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1.2. NBEAL?2 : systeme immunitaire et plaquettes, un vase

communicant ?

Nos résultats d’immunophénotypage suggérent une dérégulation des neutrophiles et des
¢osinophiles chez les patients atteints du syndrome des plaquettes grises. Une dérégulation des
neutrophiles chez les patients GPS a récemment été mise en évidence '#°. Les auteurs montrent
notamment que NBEAL2 a un réle important dans la rétention des granules spécifiques des
neutrophiles. A notre connaissance, une activation des éosinophiles n’a pas été décrite pour ces

patients.

Cette dérégulation des granulocytes est possiblement liée au role intrinseque de NBEAL2 dans
ces sous-types cellulaires. Cependant, on peut également se demander si les plaquettes peuvent
amplifier cette hyper-activation et cette dégranulation précoce. En effet, dans plusieurs
phénomenes, et notamment 1’allergie, il existe un lien entre ’activation des neutrophiles et les
plaquettes. Les granules-o y jouent d’ailleurs un role clé car neutrophiles et plaquettes
interagissent via la P-sélectine (contenue dans les granules-a) et ses récepteurs a la membrane

des polynucléaires.
NBEALS2 et la P-sélectine interagissent physiquement dans les plaquettes '3,

Dans le syndrome des plaquettes grises, 1’absence de NBEAL2 empéche la rétention des
granules-a a I'intérieur des plaquettes, et leur contenu est ainsi libéré, notamment dans le
plasma '*. Nous faisons I’hypothése que les granulocytes sont activés par cette dégranulation
précoce et dégranulent a leur tour, sur-exprimant ainsi CD66b (marqueur de la dégranulation).
Une facon de tester cette hypothése pourrait étre de générer un modele animal dans lequel le

géne NBEAL? serait invalidé uniquement dans les plaquettes ou dans la lignée my¢loide.
1.3. NBEAL2 et cancer

D’aprés Guerrero et al, les souris NBEAL2 - développent 80% moins de métastases que les
souris sauvages dans un modéle de métastases pulmonaires de mélanome '%2. Les auteurs
¢tayent uniquement le role des plaquettes dans ce phénoméne qui empécherait la formation de
métastases : les plaquettes anormales des souris KO NBEAL2 empécheraient la tumeur de
métastaser. Si le role anti-tumoral des plaquettes était le seul en jeu dans cette protection
métastatique, nous pourrions imaginer observer un phénomene anti-métastatique pour d’autres

thrombopénies constitutionnelles.
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Bien que le role direct des plaquettes dans I’évasion tumorale soit bien étayé dans la littérature
242 nous nous proposons de nuancer ce propos avec un modéle intermédiaire ou I’immunité

anti-tumorale des souris NBEAL?2 -/- joueraient un role.

En effet, les plaquettes peuvent stocker une quantité importante de TGF-f dans leurs granules-
a (50 a 100 fois plus que les autres cellules sanguines) et le libérer dans le systéme circulatoire
et le microenvironnement tumoral. Il a ét¢ démontré que le TGF- dérivé des plaquettes
provoque la régulation négative de NKG2D sur les cellules NK lors de l'interaction avec les
cellules cancéreuses, inhibant 'immunité anti-tumorale. Conformément a cela, la régulation
négative de NKG2D a été associée a des niveaux élevés de TGF-f chez les patients atteints de

cancers colorectaux et pulmonaires 242,

Dans le cas du syndrome des plaquettes grises, le nombre de plaquettes est diminué et les
granules-a sont absents. Les plaquettes, moins nombreuses, peuvent donc difficilement former
des hétéroagrégats avec les cellules tumorales circulantes '%!. De plus les granules-a n’étant pas
présents, la sécrétion du TGF-B n’a probablement pas lieu, ce qui peut préserver I’immunité
anti-tumorale des cellules NK. De plus, nous avons mis en évidence que les cellules
immunitaires des patients GPS étaient globalement plus activées ce qui peut laisser présager

une immunité anti-tumorale accrue ou pour le moins conservée.

1.4. NBEAL2 et la régulation du transcriptome

D’aprés les premiéres analyses des expériences de séquengage en cellules uniques, un déficit
en NBEAL2 semble entrainer une dérégulation transcriptomique. L’origine de cette
dérégulation pourrait étre uniquement liée a I’absence de la protéine NBEAL2 au sein de la
cellule, entrainant une dérégulation globale par des mécanismes indirects. Cependant, nous
pouvons nous demander si NBEAL2 n’a pas un rdle plus direct dans la dérégulation

transcriptomique, suite notamment aux travaux réalisés sur des modeles murins.

En effet, dans les mastocytes des souris KO NBEAL?2, il a été montré que NBEAL2 régulait
I’activation de la voie de signalisation Shpl-STATS et la composition du signalosome c-
Kit/STAT. De plus, NBEAL2 semble restreindre l'expression des facteurs de transcription
IRF8, GATA2 et MITF ainsi que de l'inhibiteur du cycle cellulaire p27, qui sont essentiels a la
différenciation, a la prolifération et a la production de cytokines des mastocytes '3*. Chez
I’humain, une susceptibilité a 1’allergie n’a pas été décrite chez les patients atteints du syndrome

des plaquettes grises.
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Si NBEAL2 restreint réellement I’expression de certains facteurs de transcription, il pourrait
avoir un role au-dela du trafic vésiculaire et son absence pourrait avoir des répercussions sur le

transcriptome par ce biais.

Wijgaerts et al 243 ont montré le role du facteur de transcription GATAI dans ’expression de
NBEAL2 chez deux patients porteurs de mutations hémizygotes de GATAI. En effet, les
plaquettes de ces deux patients, ainsi que celles de souris déficientes en GATAI, expriment
faiblement la protéine NBEAL?2. Par conséquent, les plaquettes des patients sont plus larges et
possédent moins de granules-a. Les auteurs ont mis en évidence un site de liaison GATA dans
une région régulatrice a 31 kb en amont de NBEAL2, qui agit comme un puissant amplificateur
de l'expression de NBEAL2. De plus, les auteurs ont confirmé que GATAIl et GATA2
pouvaient se lier a ce locus. De tels sites de liaison GATA peuvent étre occupés par GATA1 ou
GATA2. GATAZ2 est essentiel au maintien des cellules souches hématopoiétiques et des cellules
progénitrices, tandis que GATA1 entraine la mégacaryopoi¢se. GATAT1 réprime la transcription
de GATA2, et favorise le détachement de GATA2 de la chromatine (médi¢ par GATAI par

compétition), ce processus est appelé « GATA-switch » 244,

Comme NBEAL2 semble restreindre 1’expression de GATA2 dans les mastocytes, on peut
supposer 1’existence éventuelle d’une boucle de rétrocontrdle. Si tel était le cas, NBEAL?2 aurait
bien une influence sur le transcriptome cellulaire, par exemple par séquestration de facteurs de

transcription dans certaines vésicules.

1.5. NBEAL2 et le trafic de CTLA-4 : vers de nouvelles voies

thérapeutiques

Nous avons mis en évidence que NBEAL2 régule le trafic de CTLA-4 dans les lymphocytes T
activées, mais ne semble pas étre indispensable pour I’expression de CTLA-4 par les TReg. De
plus, chez des donneurs sains, nous avons noté que I’expression proté¢ique de LRBA diminue
légeérement apres 1’activation des lymphocytes T in vitro, alors que 1’expression de NBEAL2
augmente. NBEAL?2 prendrait-il le relais de LRBA dans les cellules T activées ? Ou viendrait-
il amplifier ’expression de CTLA-4 en favorisant le recyclage médié par LRBA ? Afin de
répondre a ces hypothéses, nous souhaitons étudier, grace au systtme CRISPR-Cas9, des
cellules T primaires doubles-KO pour les genes LRBA et NBEAL?2 dans des cellules T primaires.
En les comparant avec des cellules simples KO, nous espérons voir une différence dans

I’expression de CTLA-4, la cinétique d’apparition de CTLA-4 ou dans la prolifération

Laure DELAGE Theése de doctorat 130



cellulaire. Enfin, I’étude des deux patients porteurs de mutations hétérozygotes de NBEAL?2 et

LRBA pourrait apporter des réponses supplémentaires a ces questions.

Les patients GPS présentent un défaut d’expression de CTLA-4 sur leurs lymphocytes T
activées. Cette observation pourrait étre un rationnel moléculaire pour traiter les patients GPS
développant de I’auto-immunité par CTLA4-Ig (abatacept). L’abatacept est en effet une
protéine fusion entre une immunoglobuline humaine et le domaine extracellulaire de CTLA-4.
Elle permet donc de mimer ’action de CTLA-4, s’avére souvent trés efficace, et la plupart du

temps bien toléré, dans le traitement des symptomes auto-immuns causés par des déficits en

CTLA-4 75, 245, 246, 247, 248, 249

De plus, I’abatacept est également approuvé pour le traitement de la polyarthrite rhumatoide,
pathologie dans laquelle il est également bien toléré 2°°. Cette apparente bonne tolérance est a
mettre en constraste avec la 1égére augmentation du risque de cancer associée a son utilisation
et qui nécessite une étude plus approfondie °°. Comme les patients atteints du syndrome des
plaquettes grises peuvent développer des myélofibroses 2°!, et que la cause de ce symptome

162

n’est pas totalement élucidée ‘4, il faudra porter une attention particuliere a son éventuel

développement sous abatacept.

Il est remarquable de noter que, chez les patients GPS, I’expression de CTLA-4 sur les TReg
est comparable a celle de donneurs sains. De plus, le développement de symptomes auto-
immuns chez les patients GPS est moins fréquent que chez des patients souffrant d’autres
déficiences génétiques en CTLA-4 (défauts génétiques en LRBA, CTLA-4, DEF6). Le role et
I’impact de NBEAL2 dans le trafic de CTLA-4 semble restreint aux cellules T activées. Cette

observation pourrait avoir une application pour le traitement de certains cancers.

En effet, les cellules cancéreuses peuvent sur-exprimer des checkpoints immunitaires
inhibiteurs, ce qui leur permet de ne pas stimuler une réponse immunitaire anti-tumorale : c’est

un des mécanismes d’évasion immunitaire.

Le traitement des cancers par inhibiteurs de checkpoints sous la forme d’anticorps monoclonaux
anti-CTLA4 ou anti-PD1 a complétement modifié le paradigme du traitement des cancers
depuis leur mise sur le marché en 2011, et 2014 dans le mélanome métastatique. En ciblant les

checkpoints inhibiteurs a la surface des lymphocytes T, ces traitements permettent de restaurer
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I’immunité anti-tumorale dont le rdle essentiel dans le pronostic des cancers n’est plus a

démontrer 2°2.

Les pendants de ces thérapies sont les effets indésirables auto-immuns. En effet, ces
checkpoints inhibiteurs sont essentiels au maintien de la tolérance périphérique et le blocage de
leur signalisation entraine réguliérement une auto-immunité (appelée irAEs, pour « immune-

related adverse events ») 233,

On peut alors supposer qu’une thérapie ciblant NBEAL2 permettrait de perturber le trafic de
CTLA-4 dans les lymphocytes T effecteurs activés, facilitant leur réponse anti-tumorale, sans
pour autant provoquer des effets indésirables auto-immuns car les TReg seraient moins
impactés que lors d’un traitement ciblant directement CTLA-4. Il reste & montrer dans un
modele animal pré-clinique que la réponse anti-tumorale est efficace si la fonction régulatrice

des TReg est préservée.

De maniere plus générale, cibler le trafic intracellulaire des checkpoints immunitaires pourrait
étre une voie thérapeutique intéressante, permettant une régulation plus subtile des effets
indésirables auto-immuns. Ainsi, des études précliniques s’intéressent aux différentes étapes du
trafic et du recyclage des checkpoints immunitaires avec des résultats prometteurs. En
exploitant les capacités de dégradation du lysosome, du protéasome et des autophagosomes,
différentes molécules et peptides ont fortement induit la dégradation des checkpoints
immunitaires et amélioré 1'immunité anti-tumorale. Les expériences in vitro et in vivo
soutiennent l'efficacité thérapeutique de ces molécules. Ainsi, la dégradation ciblée par des
voies liées au réticulum endo-lysosomal, autophagique, protéasomal ou endoplasmique peut
fournir des stratégies prometteuses pour relever les défis de I'immunothérapie anticancéreuse

254 Cependant, la tolérance in vivo de ce genre de thérapies reste encore a valider.

Pour conclure, une étude a tout récemment mis en évidence le role de TRAPPC4, un facteur
d'attache vésiculaire canonique, dans le recyclage de PD-L1. RAPPC4 interagit avec PD-L1
dans le recyclage des endosomes, agissant comme un échafaudage entre PD-L1 et RAB11, et
favorisant le recyclage médi¢ par RAB11 de PD-L1, permettant sa ré-expression a la surface
des cellules tumorales. L'épuisement de TRAPPC4 conduit a une réduction significative de
l'expression de PD-L1 in vivo et in vitro. Cette réduction de PD-L1 facilite la cytotoxicité
médiée par les cellules T. La surexpression de TRAPPC4 sensibilise les cellules tumorales a la
thérapie de point de contrdle dans les modeles de tumeurs murines, suggérant TRAPPC4

comme cible thérapeutique pour renforcer I'immunité anti-tumorale 2.
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Cette similitude entre les fonctions de LRBA et TRAPPC4 dans le trafic de CTLA-4 ou PD-
L1, suggere que d’autres protéines d’échafaudage pourraient jouer des rdles similaires dans le

trafic d’autres checkpoints immunitaires.

Enfin, NBEAL2, comme DEF6 ou LRBA, participe au trafic de CTLA-4, et son absence
entraine une diminution de 1’expression de ce checkpoint. Nous pouvons donc nous demander :
combien de partenaires ayant un role dans le trafic de CTLA-4 reste-t-il encore a découvrir ; et
si tous ces partenaires sont responsables d’une perturbation de 1’expression du checkpoint sur

les cellules T.
2.Les partenaires protéiques de NBEAL2

Dans le cadre de cette theése, nous avons pu mettre en évidence 76 nouveaux partenaires
protéiques de NBEAL2 dans les lymphocytes T activés. A notre connaissance, il s’agit du
premier interactome de NBEAL2 réalis¢ dans des cellules T activées humaines et dans un

systéme ou I’expression de la protéine est endogene.
2.1. Perspectives générales

Nous n’avons pas identifi¢ CTLA-4 dans la liste des partenaires de NBEAL2. Cependant, nous
soupconnons que cette protéine soit difficilement détectable en spectrométrie de masse, car
nous ne la trouvons pas non plus dans les protéomes totaux de cellules T activées issus de
donneurs sains. Pour s’assurer de la présence de CTLA-4 dans ces interactomes, il faudrait
réaliser une analyse ciblée en spectrométrie de masse. Cette analyse consisterait a co-injecter
un peptide isotopiquement alourdi de CTLA-4 de quantit¢ connue, ce qui permettrait

d’augmenter grandement la sensibilité¢ de I’analyse et sirement la détection de CTLA-4.

Parmi les autres partenaires, on retrouve également d’autres protéines associées a des vésicules,

au transport vésiculaire (moteurs kinésines, myosines) ou au cytosquelette.

Le fait que NBEAL2 semble interagir avec CCDC88B et DOCKS suggere un rdle dans le
transport des granules lytiques. Parmi les autres partenaires de NBEAL?2 nous avons également

trouvé une autre protéine de la famille DOCK : DOCKI11.
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Sur 76 protéines identifiées comme ayant une tres forte probabilité d’interagir avec NBEAL2
dans les lymphocytes T activés, nous trouvons que le tiers d’entre elles sont impliquées dans le
systtme immunitaire. Si le rle de NBEAL?2 dans le trafic de CTLA-4 pourrait a lui seul
expliquer le développement de manifestations auto-immunes chez les patients atteints du
syndrome des plaquettes grises, nous pouvons nous demander si ces autres partenaires

possédent ¢galement une part de responsabilité dans ces symptomes.

Nous pouvons également nous demander si, comme pour DOCKII ou CCDCS88B, des
mutations dans les genes de ces partenaires de NBEAL?2 pourraient étre retrouvées chez des
patients présentant des anomalies immunologiques ou plaquettaires. Il sera donc intéressant de

ré-analyser nos exomes avec cette liste de 76 geénes.
2.2, Comparaison aux autres partenaires décrits de NBEAL2

Dans la littérature, des protéines interagissant directement avec NBEAL2 ont ét¢ mises en
évidence. Ainsi dans des modeles de cellules HEK transfectées, Mayer et al ont montré

I’interaction entre NBEAL2 et VAC14, SEC16A et DOCK7 >*S.

Une liste de partenaires potentiels est également donnée par Mayer et al, mais la spécificité de
ces interactions potentielles n’a pas été¢ démontrée. De plus, ce modele n’est pas biologiquement

le plus intéressant car il ne s’agit pas d’un systéme endogene.

Nous avons pu comparer I’ensemble des protéines obtenues dans notre interactome dans des
cellules T primaires apres activation du TCR, aux protéines listées par Mayer et al (Annexe 15,
Tableau 32). Sur les 134 protéines de leur article, nous retrouvons 80 protéines, indiquées en
bleu dans le tableau (soit presque 60%). Nous retrouvons notamment VAC14 et SEC16A, mais
nous ne détectons pas DOCK?7. Nous avons ensuite classé ces 80 protéines en fonction des
ratios intensité moyenne des contrOles / patient que nous avions enregistré. Nos données
permettent alors de stratifier les données de Mayer et al. Nous pouvons prédire que VACI14 et
SEC16A, dont les interactions avec NBEAL2 ont été confirmées, étaient de meilleurs candidats
(ratio non calculable car I’expression de ces protéines n’est pas détectée dans 1’interactome du
patient GPS) que les protéines HSPA1B, TUBB, TUBB4B et UBC (dont le ratio est inférieur a
2).

Enfin nous ne détectons pas DOCK7 dans nos interactomes, cependant nous détectons
DOCKI11 et DOCKS dont I’expression transcriptomique est trés faible (pour DOCK11) voire
inexistante (pour DOCKS) dans les cellules HEK 293. Il faut également noter que 1’expression
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transcriptomique de DOCK?7 est inférieure aux expressions de DOCKS et DOCK11 dans les

lymphocytes T (source: The Human Protein Atlas, https://www.proteinatlas.org/)

2.3. La famille des protéines DOCK

Les interactions entre NBEAL2 et différents membres de la famille des DOCK protéines
semblent importante. Ainsi les plaquettes des patients atteints de GPS ont une expression
drastiquement réduite de DOCK7 3¢, De plus, DOCK8 et DOCK11 ressortent comme des

partenaires de NBEAL?2 de nos interactomes sur lymphocytes T activés.

La famille DOCK (Dedicator of cytokinesis) est constituée de 11 membres. Grace a 1’outil

DICE (https://tools.dice-database.org/celltypescore/ ) les nombres de transcripts par million

pour chaque sous-type cellulaire des PBMC sont présentés a la Figure 41.
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Figure 41: Transcripts par million dans les sous types cellulaires de PBMC, des différents genes codant les protéines de
la famille DOCK

La famille DOCK se divise en quatre sous-groupes sur la base de leur structure et de leur
substrat. DOCK1, DOCK2 et DOCKS appartiennent au sous-groupe DOCK-A. Le sous-groupe
DOCK-B contient DOCK3 et DOCK4. Le sous-groupe DOCK-C comprend DOCK6, DOCK7
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et DOCKS, et les protéines DOCK9, DOCK10 et DOCKI11 appartiennent au sous-groupe
DOCK-D 213,

On note notamment dans la Figure 41 que DOCK2 et DOCKS, ainsi que I’ensemble des
protéines du sous-groupe DOCK-D représentent les transcripts les plus abondants dans les
cellules immunitaires. A noter que I’expression transcriptomique de DOCKS semble spécifique
des monocytes et des cellules NK. Il faut également remarquer que nous n’avons pas de données

sur les granulocytes avec ce graphique.

Chez I’humain, des mutations récessives de DOCK?2 »7 et DOCKS >*® entrainent des déficits
immunitaires. Alors que pour les trois autres déficits décrits dans des protéines de la famille
DOCK, une anomalie majeure du systéme immunitaire ne semble pas le principal symptome.
En effet, des mutations récessives de DOCK3 causent une déficience intellectuelle avec une
hypotonie importante et une ataxie de la marche, probablement due en partie a un
développement axonal anormal 3% 260: 261 T eg patients porteurs de mutations récessives de
DOCKT7 présentent des traits dysmorphiques, une épilepsie réfractaire précoce, une déficience
intellectuelle et une cécité corticale 22. Quant aux mutations récessives de DOCKG6 elles sont
responsables du syndrome d'Adams-Oliver (AOS), défini par l'association d'une aplasie cutanée

congénitale et d'anomalies terminales des membres transversaux 263264,

Pour les autres membres de la famille DOCK, aucune déficience chez I’humain n’a été décrite
a ce jour. La prépondérance des transcripts du sous-groupe DOCK-D dans les cellules
immunitaires nous laisse envisager 1’hypothése que des mutations de ces geénes entraineraient

des anomalies du systéme immunitaire, a I’instar de DOCK?2 et DOCKS.

Le fait que NBEAL2 semble interagir avec DOCKS8 et DOCKI11 dans les lymphocytes T
activés, pose la question des autres interactions possible entre les membres de la famille des

BEACH protéines et ceux de la famille des DOCK.

Se pourrait-il que ces deux familles fonctionnent de concert suivant le type cellulaire ? Par
exemple WDFY3 ou WDRS1, dont les mutations causent des troubles neurologiques, sont-ils

les partenaires de DOCK3 et DOCK?7 ?
2.4. Modeéle/mécanismes régulés par les BEACH protéines

Parmi les partenaires de NBEAL2, on retrouve notamment LRBA, qui joue un role tres

important dans le trafic vésiculaire de CTLA-4. Cette interaction confirme en partie le modele
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spéculatif décrit par Cullinane et al 7®, dans lequel deux protéines BEACH peuvent interagir.
D’autres expériences seraient nécessaires pour vérifier que cette interaction entre les protéines
BEACH se fait via leurs domaines WD40 répétés. Ce résultat nous invite également a repenser
le role des protéines BEACH et les interactions au sein de cette famille, ou avec d’autres

protéines ayant des domaines WD40 répétés.

Si NBEAL2 et LRBA interagissent ensemble dans les cellules T, Cullinane et al prédisaient
quant & eux Dl’interaction in silico de WDFY3 avec LYST, NBEAL1, NBEAL2, LRBA et
WDFY4 7. Existe-t-il plusieurs combinaisons de BEACH protéinés possible ?

Ces combinaisons varient-elles suivant le type cellulaire ou la fonction nécessaire a accomplir ?
Par exemple, WDFY3 poss¢de un role dans I’autophagie sélective. Son association avec d’autres

protéines BEACH pourrait permettre de sélectionner les cargos vésiculaires endommagés °.

Le domaine BEACH est trés conservé au cours de 1’évolution et la famille des protéines
contenant des domaines BEACH est présente chez tous les eucaryotes 29°. Par analogie a
d’autres mod¢les (drosophile, zebrafish, souris, arabidopsis...), il existe un role clair de cette

famille de protéine dans le trafic vésiculaire.

Nous pouvons nous demander s’il y a eu une spécialisation des BEACH protéines suivant le
type cellulaire. Et nous devons considérer les redondances éventuelles en fonction du type

cellulaire.
3.R0le des plaquettes dans I'auto-immunité

Les plaquettes ont un role d’immuno-modulation important !>, . Le contenu de leurs granules

ainsi que leur activation peuvent influencer la réponse immunitaire.

Nous pouvons la encore faire I’hypothese que les plaquettes sont « victimes et coupables » de
I’auto-immunité. En effet, des plaquettes de morphologies anormales pourraient étre a 1’origine
de la génération d’auto-anticorps dirigés contre les plaquettes. On peut supposer que les « néo
-antigénes" présents a la surface des plaquettes, pourraient contourner le systéme de tolérance

plus facilement que des plaquettes physiologiquement normales.

Cette hypothése s’appuie sur 1’observation d’auto-anticorps contre les plaquettes dans un
modéle de KO WAS uniquement dans ce type cellulaire 2. Il a été montré dans ce modéle que
les plaquettes surexpriment CD40L entrainant une activation importante des lymphocytes B qui

contribue a la rupture de tolérance et a I’apparition des auto-anticorps 2°¢. Ce modéle suggére
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que des anomalies constitutionnelles des plaquettes pourraient conduire a une rupture de
tolérance et a la production d’auto-anticorps anti-plaquettes, et finalement a des «
thrombopénies mixtes » a la fois constitutionnelles et auto-immunes. Cette hypothése a des
conséquences directes sur la prise en charge des patients pour lesquels il est alors nécessaire de
contrbler I’auto-immunit¢é en méme temps (ou avant ?) d’utiliser des analogues de la

thrombopoiétine afin de compenser le défaut constitutionnel.

L’apparition de manifestations auto-immunes chez certains patients NBEAL2, nous rappelle
I’importance d’étudier les genes classiquement connus pour leur fonction plaquettaire et de
s’intéresser a leur role potentiel dans le systéme immunitaire.

On pourrait suggérer une surveillance accrue du développement de symptomes auto-immuns

chez des patients présentant des thrombopénies constitutionnelles.

4.Perspectives sur les déficits en checkpoints

immunitaires

4.1. Existe-t-il une redondance des checkpoints

immunitaires ?

Peu de déficits monogéniques en checkpoints immunitaires sont décrits chez I’humain, comparé
au nombre croissant de checkpoints décrits dans la littérature. Il est probable que de nouvelles
descriptions soient publiées dans les prochaines années, comme pour les récentes descriptions

des premiers déficits en PD1 3¢ et CD28 267 chez I’humain.

Cette observation nous invite 4 nous demander s’il existe une redondance de fonctions et

d’emplois des checkpoints immunitaires.
11 suffit d’'une mutation hétérozygote de CTLA-4 pour observer un phénotype clinique sévere.

Pour tous les autres checkpoints dont les déficiences ont été décrites chez I’Homme, la
transmission est autosomale récessive (ICOS, ICOSL, PDI1, CD28, 4-1BB, OX40, CD27,
CD70, CD40, CD40L, TOD2) suggérant qu’un déficit partiel, associ¢é a une mutation
hétérozygote est compensable.

De plus, les effets indésirables aprés une thérapie anti-CTLA-4 sont plus séveres qu’avec un

traitement ciblant PD1 3%, Pourquoi CTLA-4 semble-t-il « irremplagable » ?
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Lors de ces travaux nous avons mis en évidence que I’expression de TIM3 était légerement
augmentée sur les cellules T activées n’exprimant plus LRBA ou NBEAL2 (KO CRISPR). De
plus, la concentration plasmatique de TIM3 chez les patients atteints d’un déficit en LRBA était
significativement plus élevée que chez des contrdles sains. On peut supposer qu’il s’agit d’un

mécanisme de compensation en avec le déficit en CTLA-4.

De maniére générale, nous pouvons nous demander s’il existe une redondance parmi les

checkpoints immunitaires.

Il serait intéressant de regarder I’expression de différents checkpoints chez des patients porteurs
de mutations hétérozygotes d’ICOS, 4-1BB, CD27... : découvrira-t-on une surexpression au

niveau transcriptomique ou protéique d’un autre checkpoint, pour compenser celui muté ?
4.2, Pénétrance incompléte des mutations de CTLA-4

La pénétrance incomplete pour les mutations hétérozygotes de CTLA-4 est une autre
caractéristique de ce déficit génétique. Le fait qu’il existe dans la méme famille, des individus
sains et des patients gravement malades, pose la question de facteurs secondaires au

développement des symptomes.

Il peut notamment exister des facteurs environnementaux, des événements épigénétiques, un
second événement génétique somatique qui serait déclencheur par D’atteinte d’une sous-

population cellulaire particuliére comme cela a été décrit dans I’ ALPS-sFAS 268,

Dans le locus de CTLA-4, nous remarquons qu’il est encadré par deux geénes codant des
molécules de co-stimulation : CD28 et ICOS. Nous pouvons alors envisager qu’une régulation
épigénétique permette un niveau de transcription réduit de CD28, qui compenserait 1’haplo-

insuffisance en CTLA-4 chez les porteurs sains.

Un deuxiéme événement génétique protecteur pourrait également étre envisagé, comme une
mutation hypomorphe de CD28 affectant son expression ou sa fonction a la surface des cellules

immunitaires par exemple.

Nous avons notamment 1’exemple d’une famille, pour laquelle les porteurs sains de mutations
hétérozygotes de CTLA-4, sont aussi porteurs d une mutation hétérozygote, prédite bégnine, et
affectant le peptide signal de CD28. L’arbre de la famille est donné en Figure 42. Nous n’avons
malheureusement pas pu mettre en démontrer que cette mutation de CD28 affectait I’expression

de ce checkpoint immunitaire. Cette famille fait partie des échantillons que nous sommes en
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train d’analyser en séquengage ARN sur cellules uniques. Cette approche pourrait peut-étre

nous permettre de conclure.
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Figure 42: Arbre génétique de la famille présentant une mutation hétérozygote de CTLA-4, dont certains membres sont

des porteurs sains, illustrant la pénétrance incompléte de cette mutation

4.3. Le role de CTLA-4 au-dela des lymphocytes T

Enfin nous pouvons nous demander si le role de CTLA-4 est réduit aux cellules T. En effet,
plusieurs articles suggerent que 1’expression et le role de CTLA-4 ne sont pas circonscrits aux
seuls lymphocytes T 26% 270 alors méme qu’une littérature bien plus abondante décrit la fonction

de ce récepteur inhibiteur quasi exclusivement dans les cellules T et les TReg.

L’expression de CTLA-4 semble notamment étre importante pour les cellules B 271 272,273,274,

281

275 les cellules dendritiques 276 277> 278 279 [es cellules NK 2%° les monocytes et les

granulocytes 26,

CTLA-4 semble notamment pouvoir étre exprimé par les cellules B murines. Une étude récente
démontre que I’expression de CTLA-4 joue un réle crucial dans les cellules B-1a murine et
permet le maintien de la tolérance en régulant cette sous-population de cellules B 282. D aprés
les auteurs, les cellules B-1a murine produisent une large gamme d'anticorps naturellement
auto-réactifs et fonctionnellement importants, ce qui souléve la question de savoir comment la
production d'auto-anticorps par les B-1a est régulée. Les auteurs montrent notamment que ces
cellules B expriment de fagcon constitutive CTLA-4. La suppression sélective de 1’expression

de CTLA-4 dans ces cellules B-1a génére des souris qui développent spontanément des auto-

Laure DELAGE Theése de doctorat 140



anticorps, des cellules folliculaires auxiliaires T (Tfh) et des centres germinatifs (GC) dans la
rate 282, A ce jour, I’expression et la fonction de CTLA-4 n’a pas été étudiée dans des cellules
B humaines non malignes. Vu que les patients LRBA, qui ont une expression réduite de CTLA-
4, peuvent présenter un nombre de cellules B diminué ainsi que des auto-anticorps malgré une
hypogammaglobulinémie, il pourrait étre intéressant d’étudier 1’expression de CTLA-4 sur

leurs cellules B.

Enfin, Halpert et al ont observé que CTLA-4 est exprimé par les cellules dendritiques (humaines
et murines) dérivées des monocytes (moDc) 27°. Ils ont notamment montré que ces moDC
¢taient capables de sécréter des vésicules extracellulaires (EV) contenant CTLA-4. Cette

sécrétion influence d’autres cellules dendritiques voisines, et contribue a la diminution de

I’expression des récepteurs CD80/CD86, comme représenté a la Figure 43 27°.
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Figure 43: Expression de CTLA-4 par les cellules dendritiques 279

La stimulation par les cytokines ou les agonistes du TLR favorise la maturation des cellules dendritiques (DC) ainsi que
I'expression de CTLA-4. Contrairement aux cellules T, pour lesquelles CTLA-4 est principalement localisée a la membrane
plasmique, I'expression de CTLA-4 dans les DC est diffuse, avec une certaine localisation au niveau du réseau trans-
golgien. Aprés avoir quitté le golgi, CTLA-4 se localise a la membrane des vésicules extracellulaires (EV) CD63+ Rab5+,
avant d’étre relarguées par la cellule. Une fois dans I'espace extracellulaire, les récepteurs CD80/CD86 des cellules
dendritiques voisines peuvent se lier a ces vésicules extracellulaires CTLA-4+. L'absorption de ces vésicules entraine une
régulation négative de I'expression de CD80/CD86 a la surface des cellules dendritiques, ce qui participe a une inhibition
de la réponse cellulaire T.
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En I’absence de NBEAL?2, les granules-a des plaquettes ou les granules des neutrophiles ne
sont pas retenus dans leurs cytoplasmes chez les patients atteints du GPS 3¢ 45 De plus,
NBEAL2 est impliqué dans le trafic de CTLA-4. Nous pouvons donc nous demander si les
cellules dendritiques des patients NBEAL2 sont en mesure de sécréter ou de retenir ces

vésicules extracellulaires, et si ces vésicules contiennent CTLA-4.

Devrions nous étendre 1’étude de CTLA-4 a d’autres types cellulaires ? Un biais

bibliographique sur le role de ce checkpoint inhibiteur dans les cellules T existe-t-il ?

L’¢étude de I’expression et du trafic de CTLA-4 dans d’autres types cellulaires pourraient
permettre la découverte de nouveaux mécanismes expliquant de fagon plus précise la

pathophysiologie et les symptomes observés dans les déficiences en CTLA-4.
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Conclusions

En conclusion, nous avons décrit un nouveau role de NBEAL2 dans les lymphocytes T activés
humain. Nous avons mis en évidence que cette protéine BEACH se lie a LRBA, et qu’elle est
impliquée dans le trafic de CTLA-4. En conséquence, les patients atteints du syndrome des
plaquettes grises présentent une réduction de I’expression de CTLA-4 sur leurs lymphocytes T
apres activation. Ce défaut d’expression en CTLA-4 a été confirmé in vitro sur des cellules T
primaires activées, en utilisant le systeme CRISPR-Cas9. Cette expression diminuée de CTLA-
4 sur les lymphocytes T pourrait donc étre responsable des symptomes auto-immuns chez
certains de ces patients. De plus, le fait que ce défaut n’est pas observé sur les TReg des patients
GPS pourrait expliquer que la survenue des manifestations auto-immunes est moins fréquente
que lors de déficit en LRBA ou d’haplo-insuffisance en C7LA-4, dans lesquels le défaut
d’expression de CTLA-4 est observé sur les TReg.

L’interactome de NBEAL?2 a également révélé de nouveaux partenaires de cette protéine dans
les lymphocytes T activés. Ces partenaires sont notamment impliqués dans le systéme
immunitaire, le trafic vésiculaire et 1’activit¢ GTPase. Cette nouvelle liste de partenaires,
obtenue dans un systéme endogeéne, ouvre la voie a de nouvelles découvertes sur les
mécanismes impliquant NBEAL2 dans le lymphocyte T. Le fait que ces protéines soient en
grande majorité exprimée par d’autres cellules du systtme immunitaire suggerent que ces
mécanismes seront surement transposables a I’ensemble du systéme immunitaire. De plus,
I’étude de patients porteurs de mutations de certains partenaires, comme DOCKI1 ou
CCDCS88B, pourraient amener a la description de nouveaux défauts génétiques responsables de

pathologies plaquettaires a la fois constitutionnelles et auto-immunes.

L’ensemble de ces résultats illustre le role central de NBEAL2 dans le systéme immunitaire.
Ils ouvrent la perspective a de nouvelles options thérapeutiques. Ainsi les patients atteints du
syndrome des plaquettes grises et développant des manifestations auto-immunes pourraient étre
traités par CTLA4-Ig (abatacept). Enfin, cibler le trafic vésiculaire de CTLA-4 via NBEAL2,
pourrait étre intéressant dans le développement de traitements anti-cancéreux avec des effets

auto-immuns indésirables possiblement plus limités qu’en ciblant directement CTLA-4.
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Annexes

Annexe 1 : Participation a d’autres projets de séquencage sur

cellules uniques

Au cours de mon doctorat, j’ai participé a d’autres projets de séquencage sur cellules uniques,

apportant un soutien expérimental ainsi que 1’analyse en cytométrie en flux des PBMC utilisées.

En effet, en parallele de I’expérience de séquencage, une partie des PBMC est marquée pour
vérifier les proportions des différents sous-types cellulaires. Ces marquages sont divisés en 3
panels (cf Annexe 9) et les acquisitions étaient réalisées sur un cytometre spectral (Sony
SP6800). Ces marquages de cytométrie en flux permettent de confirmer les tendances et les

biais de clusters observés a la suite des analyses bioinformatiques du single-cell.
Projet STING

Le géne TMEM]I173 code pour la protéine STING, une protéine adaptatrice qui médie la
production d'interféron-B. Des mutations dominantes du géne TMEMI73 entrainent le
développement précoce d’un SAVI (STING-associated vasculopathy, infantile onset). Ce
syndrome est une vasculopathie auto-inflammatoire provoquant des 1ésions cutanées séveres,
affectant particulierement le visage, les oreilles, le nez et les doigts, et entrainant une ulcération,
la formation d'escarres, une nécrose et, dans certains cas, une amputation. De nombreux patients
ont une maladie pulmonaire interstitielle. La biopsie tissulaire et les résultats de laboratoire
montrent un état hyper-inflammatoire, avec des preuves d'une augmentation de la signalisation
de l'interféron-p 28% 284, Dans ce projet, j’ai contribué aux trois expériences réalisées et j’ai
analysé I’intégralité des résultats de cytométrie en flux. Les échantillons analysés sont ceux de
6 patients « STING » non traités, 5 échantillons de 4 de ces patients apres traitements, et 8
¢chantillons de donneurs sains. Les résultats des expériences de séquencage sont en cours

d’analyse bio-informatique
Projet RALD

En collaboration avec le Dr Sonia Meynier, une analyse sur des patients avec des mutations

dans des génes sur la voie RAS (NRAS, KRAS) a été réalisée.
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La maladie lymphoproliférative associée a Ras (RALD) est une maladie auto-immune bénigne
associée a l'activation de mutations somatiques des génes KRAS ou NRAS. La RALD partage
des caractéristiques cliniques avec une tumeur maligne pédiatrique rare liée a la voie RAS, la
leucémie myélomonocytaire juvénile (LMMJ). Certains patients atteints de RALD évoluent
vers une leucémie manifeste. Les lymphocytes T des patients RALD présentent une résistance
a I’apoptose autonome (induite par BIM) des cellules activées (ACAD), mais une mort
cellulaire induite par activation de FAS/FASL (AICD) normale. Pour comprendre et
caractériser le lien physiopathologique entre ces deux maladies, nous avons évalué ces voies
d'apoptose chez des patients RALD, LMM]J et chez une patiente RALD ayant développé une
leucémie. Nous avons constaté que les cellules T des patients JMML présentent une ACAD
normale mais une fonction AICD altérée liée a une expression de FASL réduite. Par séquencage
ARN sur cellules uniques, nous montrons une réduction de la signature liée a I’AICD, définie
par FASL, Perforine, Granzyme B et TNF-a, dans les cellules NK et CD8+ cytotoxiques, entre
le stade RALD et le stade JMML. Ce processus serait orchestré par les monocytes des patients
provoquant des modifications épigénétiques des geénes régulant 1’apoptose, inhibant leur
expression d'ARNm dans les cellules cytotoxiques et réduisant ainsi leur capacité a surveiller
les cellules cancéreuses.

Un article, auquel je suis associée, est en cours de rédaction pour ce projet (cf Article 4,

Annexe 5).

Pathologies liées a une dérégulation de l'interféron

J’ai aussi participé a une expérience et a I’analyse des résultats de cytométrie en flux pour des
patients atteints d’une interféronopathie, d’un lupus sévére ou d’un syndrome auto-
inflammatoire. Ce projet vise a comparer ces patients qui présentent tous des signatures élevées
des genes stimulés par I’interféron. Ces patients sont porteurs de mutations TREX1, RELA ou

A20. D’autres expériences ont été réalisées depuis et les analyses sont en cours.

DICS (Déficit immunitaire combiné séveére)

J'ai participé a la premiere expérience d'analyse de PBMC de patients ayant un DICS T-B+
(déficit immunitaire combiné sévére) par mutation du géne codant la chaine gamma du
récepteur a I'IL2 (DICS li¢ a 1I'X). Ces patients ont développé une hépatite cytolytique
incomprise en moyenne 6 ans apres leur greffe sans conditionnement, associée a une cassure

staturo-pondérale majeure. Ces expériences ont permis de montrer un défaut CD8 majeur

Laure DELAGE Theése de doctorat 146



(activation dérégulée, réponse a l'interféron exacerbée) suggérant un environnement viral chez
ces patients en comparaison a des patients greffés dans les mémes conditions n'ayant pas

développé d'hépatite. D’autres expériences ont suivi et I’analyse des résultats est en cours.
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Annexe 2 : Article 1

Terrier, B., Humbert, S., Preta, L. H., Delage, L.., Razanamahery, J., Laurent-Roussel, S., ... &
Chouchana, L. (2020). Risk of scleroderma according to the type of immune checkpoint
inhibitors. Autoimmunity Reviews, 19(8), 102596.

Introduction: Immune checkpoint inhibitors (ICIs) are associated with immune-related

adverse events (irAEs). Among them, ICIs-induced systemic sclerosis (SSc) is poorly known.

Methods: To better characterize this irAE, our comprehensive approach combined the
description of ICIs-induced scleroderma cases, the systematic review of the literature and the

analysis of VigiBase, the WHO pharmacovigilance database.

Results: We identified two cases with underlying limited cutaneous SSc who presented a
dramatic increase in the skin thickening following pembrolizumab, associated with scleroderma
renal crisis in one case. In the literature, four cases of scleroderma and four cases of morphea
have been reported with pembrolizumab or nivolumab. None following ipilimumab,
atezolizumab or durvalumab were retrieved. Skin changes appeared or worsened more quickly
with pembrolizumab than nivolumab and had different patterns between both drugs. Patients
with generalized skin changes required high-dose prednisone to improve skin thickening.
Among the 2527 scleroderma cases identified in VigiBase, 35 were associated with ICls.
Nivolumab and pembrolizumab showed a disproportionality in scleroderma reporting. No

disproportionality was found for ipilimumab, atezolizumab or durvalumab.

Conclusion: The risk of scleroderma or fibrosis extension in SSc patients should be considered
when initiating anti-PD-1 agents. It suggests the role of PD-1/PD-L1 interaction in the
pathophysiology of SSc.

Laure DELAGE Theése de doctorat 148



Autoimmunity Reviews 19 (2020) 102596

journal homepage: www.elsevier.com/locate/autrev [

. . . . =
Contents lists available at ScienceDirect AUTOIMMUNITY
1IEWS

Autoimmunity Reviews

Risk of scleroderma according to the type of immune checkpoint inhibitors @ M)

Benjamin Terrier

a,b,c,:x

, Sébastien Humbert®, Laure-Héléne Preta®, Laure Delagef’g,

Check for
updates

Jérome Razanamahery®, Sara Laurent-Roussel”, Raphaéle Mestiri®™¢, Lauren Beaudeau?,
Paul Legendre™"*, Francois Goupil', Jérdome Hadjadj™"¢, Marie-Claude Stolzenberg"?,
Jean-Marc Treluyer®®, Virginie Westeel/, Marie-Blanche Valnet-Rabier", Marie Wislez®",
Luc Mouthon™™¢, Laurent Chouchana®

2 Department of Internal Medicine, Cochin Hospital, Paris, France
Y National Referral Centre for Systemic and Autoimmune Diseases, Hopital Cochin, Paris, France
¢ Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité, Paris, France

d Department of Internal Medicine, CHU, Besancon, France

€ Regional Center of Pharmacovigilance, Department of Pharmacology, Cochin Hospital, Paris, France
f Immunogenetics of Pediatric Autoimmune Diseases, Imagine Institue, Paris, France
& Checkpoint Immunology, Immunology and Inflammation Therapeutic Area, Sanofi, Vitry, France

1 Department of Pathology, Cochin Hospital, Paris, France

! Department of Pulmonology, General Hospital, Le Mans, France

I Department of Pulmonology, University Hospital Jean Minjoz, INSERM UMR 1098, Université de Bourgogne Franche Comté, Besangon, France
X Regional Center of Pharmacovigilance, Department of Pharmacology, CHU, Besangon, France

! Department of Pulmonology, Thoracic Oncology Unit, Cochin Hospital, Paris, France.

ARTICLE INFO

Keywords:

Scleroderma

Pembrolizumab

Nivolumab

Immune checkpoint inhibitors
PD-1

ABSTRACT

Introduction: Immune checkpoint inhibitors (ICIs) are associated with immune-related adverse events (irAEs).
Among them, ICIs-induced systemic sclerosis (SSc) is poorly known.

Methods: To better characterize this irAE, our comprehensive approach combined the description of ICIs-induced
scleroderma cases, the systematic review of the literature and the analysis of VigiBase, the WHO pharmacov-
igilance database.

Results: We identified two cases with underlying limited cutaneous SSc who presented a dramatic increase in the
skin thickening following pembrolizumab, associated with scleroderma renal crisis in one case. In the literature,
four cases of scleroderma and four cases of morphea have been reported with pembrolizumab or nivolumab.
None following ipilimumab, atezolizumab or durvalumab were retrieved. Skin changes appeared or worsened
more quickly with pembrolizumab than nivolumab, and had different patterns between both drugs. Patients with
generalized skin changes required high-dose prednisone to improve skin thickening. Among the 2527 scler-
oderma cases identified in VigiBase, 35 were associated with ICIs. Nivolumab and pembrolizumab showed a
disproportionality in scleroderma reporting. No disproportionality was found for ipilimumab, atezolizumab or
durvalumab.

Conclusion: The risk of scleroderma or fibrosis extension in SSc patients should be considered when initiating
anti-PD-1 agents. It suggests the role of PD-1/PD-L1 interaction in the pathophysiology of SSc.

1. Introduction

the ability to reactivate the immune system against the tumor [1].
However, the use of ICIs is associated with the occurrence of immune-

Immune checkpoint inhibitors (ICIs) have revolutionized the treat-
ment of cancers, especially metastatic melanoma, non-small cell lung
carcinoma (NSCLC) and renal cell carcinoma. These agents, including
anti-cytotoxic T lymphocyte antigen-4 (CTLA-4), anti-programmed cell
death-1 (PD-1) and anti-programmed cell death ligand-1 (PD-L1), have

related adverse events (irAEs), resulting from an excessive immune
system activation against normal tissues [2]. irAEs mainly include
musculoskeletal manifestations, myositis, colitis, thyroiditis, Auto-
immune hypothalamic-pituitary-adrenal axis, nephritis, hepatitis, dia-
betes or myocarditis [3-6], but their spectrum is still being
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dismembered. The outcome of patients with a pre-existing or newly
diagnosed autoimmune diseases (AID) following the initiation of anti-
PD-1/PD-L1 immunotherapy tends to be worsened or revealed by im-
munotherapy [7,8]. Flares of AID or moderate irAEs were shown to be
frequently manageable without ICI discontinuation [7]. However, some
AID, especially systemic sclerosis (SSc) induced by ICIs, are poorly
known and their management is still challenging. We describe here two
cases of pembrolizumab-induced scleroderma flare, review the litera-
ture of ICIs-induced scleroderma and analyze the WHO pharmacov-
igilance database to better characterize this irAE.

2. Results
2.1. Case 1

A 49-year-old woman was referred for diffuse skin thickening. She
had been diagnosed with metastatic NSCLC 3 months earlier. At that
time, no diagnosis of SSc was made but she had Raynaud phenomenon,
puffy fingers and gastroesophageal reflux disease (GERD). She received
pembrolizumab 2 mg/kg every 3 weeks as first-line therapy. After the
first cycle, she noted a dramatic increase in the skin thickening with an
involvement of the trunk, the abdomen and the limbs. After the second
infusion, treatment was discontinued because of extension of the skin
involvement. Chest CT-scan showed a partial remission of the cancer.
At admission in the Internal medicine department, the diagnosis of
diffuse cutaneous SSc (dcSSc) was made with a modified Rodnan skin
score (mRSS) of 34 [9]. Nailfold capillaroscopy did not show any
scleroderma pattern but mild to moderate microvascular abnormalities.
Antinuclear antibodies (ANA) were positive with a titer of 1/640, but
were negative for Scl70, centromeres, fibrillarin or RNA polymerase III.
Skin biopsy showed swollen collagen bundles in the reticular dermis,
with an edema fluid in the papillary dermis, a straight edge of the
dermal-subcutaneous interface and a minimal inflammatory infiltrate
(Fig. 1A). Prednisone was started at 10 mg/day, but 6 weeks later, an
extension of skin thickening to the breasts and loins was noted,
alongside with decrease in tumor size. Intravenous cyclophosphamide
was then initiated in combination with prednisone at a dose of 10 mg/
day. FACS analysis on PBMCs revealed an increased expression of ac-
tivation markers (CD25, CD27, CD28) on effector memory T cells
compared to an age- and sex-matched healthy control, and the absence
of PD-1 expression as expected. Compared to an age- and sex-matched
SSc, the patient had more activated T cells, especially double positive
CD38+ HLADR+ CD4+ and CD8+ T cells, and more Thl cells
(Fig. 1B).

2.2. Case 2

A 57-year-old woman was referred for Raynaud phenomenon, ab-
normal nailfold capillaroscopy, puffy fingers and GERD. Positive ANA
with anti-RNA polymerase III were found, and 1cSSc was diagnosed.
Chest CT-scan did not reveal any interstitial lung disease but pulmonary
nodules leading to the diagnosis of metastatic NSCLC. Bevacizumab-
pemetrexed/cisplatin combined chemotherapy was started in associa-
tion with prednisone 10 mg/day to treat arthralgias. She was relayed to
docetaxel because of cancer progression after 3 cycles. Unfortunately,
cancer further progressed with new pulmonary and hepatic lesions.
Pembrolizumab 2 mg/kg every 3 weeks was initiated as third-line
therapy. After 6 cycles, she noted a diffuse extension of the skin
thickening to proximal limbs and the trunk, with a mRSS of 28, asso-
ciated with scleroderma renal crisis. Pembrolizumab and prednisone
were then discontinued, hypertension was controlled, and intravenous
cyclophosphamide was initiated. After 6 cycles of cyclophosphamide,
patient improved skin thickening (mRSS 20), and normalized renal
function and blood pressure with ACE inhibitors. Chest CT scan showed
no worsening of lung lesions.
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2.3. Review of the literature

We performed a systematic literature search of PubMed, Medline
and EMBASE for articles, and EULAR and ACR scientific meeting ab-
stracts from the last 5 years (from 2015 to 2019). We used the following
key words: ‘scleroderma’, ‘systemic sclerosis’ or ‘morphea’ AND ‘im-
mune checkpoint inhibitor’, ‘pembrolizumab’, ‘nivolumab’, ‘ipili-
mumab’ or ‘atezolizumab’. In addition, we hand-searched reference lists
of papers initially detected to identify additional relevant reports.
Duplicate references were removed.

Four cases of scleroderma (1cSSc in 2 and dcSSc in 2) and four cases
of morphea (localized in 2 and generalized in 2) have been reported in
the literature following treatment with pembrolizumab or nivolumab,
both anti-PD-1 agents [10-13]. In contrast, no case following ipili-
mumab (anti-CTLA-4) or atezolizumab (anti-PD-L1) were retrieved.
Case details are summarized in Table 1. ICIs were started mainly for
metastatic melanoma or NSCLC. Skin changes appeared or worsened
more quickly with pembrolizumab [median number of infusions before
skin changes of 5 (IQR 4-8)] than with nivolumab [median 14 (IQR
7-16)]. Skin changes had different patterns between pembrolizumab
and nivolumab. Nivolumab seemed to induce more frequently localized
skin thickening, whereas pembrolizumab more frequently induced
generalized skin thickening. Presentation and evolution of scleroderma
changes were quite unusual, with frequent axial involvement then
secondary extension to the proximal limbs. Initial management was
based on ICI discontinuation, sometimes associated with topical ster-
oids or low-dose prednisone because of the underlying SSc. Initial im-
provement was noted only in the two patients with localized morphea.
For all patients with generalized skin changes, high-dose prednisone
(0.8-1 mg/kg/day) was required to improve skin thickening, more
often within weeks to months. No adverse drug reaction (ADR) related
to glucocorticoids were reported, especially scleroderma renal crisis.
Finally, ICI-induced scleroderma were frequently associated with
cancer remission or stable disease despite ICI discontinuation.

2.4. Analysis of the WHO pharmacovigilance database

We reviewed VigiBase, the World Health Organization (WHO)
global Individual Case Safety Report (ICSR) database, which contains
anonymized reports of suspected ADRs from more than 130 countries.
This pharmacovigilance statistical approach, based on a case/non-case
study, estimates whether an adverse event is differentially reported for
a drug compared to other drugs, using the Odds-Ratio of Reporting
(ROR) for each drug-adverse event combination. To assess an associa-
tion between scleroderma reporting and ICIs, we extracted scleroderma
ICSRs recorded in VigiBase from 2008, date of the first ICSR for an ICI
agent, until November 30th, 2019. Of the 17,027,150 ICSRs, 2527
scleroderma cases have been identified, including 35 associated with
ICIs, 836 with other antineoplastic drugs and 1656 with other drugs. Of
the five ICIs, only nivolumab and pembrolizumab, both targeting PD-1,
showed a disproportionality of scleroderma reporting, suggesting a
probable pharmacovigilance signal (Table 2). Of note, no dis-
proportionality was found for ipilimumab, the anti-CTLA-4 agent.

3. Discussion

PD-1 and its ligands, PD-L1 and PD-L2, have been shown to exhibit
important inhibitory function in the regulation of immune homeostasis
and the maintenance of peripheral tolerance [14]. The role of PD-1/PD-
L1 interaction in the development of skin sclerosis in SSc has been
suggested in human and mice. Since PD-1 is antagonized by its soluble
form [15], serum levels of soluble PD-1 (sPD-1) were measured. Serum
sPD-1 levels were correlated with greater extent of skin sclerosis, sug-
gesting that inhibiting PD-1 was associated with increased disease se-
verity [16]. These data were confirmed in another study showing the
same correlation between levels of sPD-1 and extent of fibrosis [17].
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Fig. 1. Characteristics of peripheral blood mono-
nuclear cells and the skin from patient 1. Panel A:
Skin biopsy shows swollen collagen bundles in the
reticular dermis, with an edema fluid in the papillary
dermis, a straight edge of the dermal-subcutaneous
interface and a minimal inflammatory infiltrate.
(HES x4). Panel B: FACS analysis on PBMCs from the
ICI-induced SSc revealed the lack of PD-1 expression
on CD4 + and CD8 + T cells, an increase of activated
T cells, especially double positive CD38+ HLADR +
CD4+ and CD8+ T cells, and more Thl cells
(CXCR3+ CCR6- CD4+ T cells) compared to an age-
and sex-matched SSc and healthy control.
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Also, in mice with topoisomerase I-induced SSc, treatment antagonizing
PD-1, similarly to pembrolizumab and nivolumab, induced a significant
increase in dermal thickness and lung fibrosis scores. A role of costi-
mulatory pathways in the pathogenesis of SSc was thus proposed [18].
Following the activation of naive CD4+ T cells, either the engagement
of positive costimulatory pathways or the inhibition of negative costi-
mulatory pathways, such as PD-1/PD-L1, promote the development of
Thl, Th2 and Th17 cells, inducing a profibrotic type 2 macrophages
polarization. The latters finally promote fibroblast activation and ex-
cessive extracellular matrix production [18].

Regarding VigiBase, we showed a disproportionality for scler-
oderma reporting for pembrolizumab and nivolumab. ICI-induced
scleroderma was restricted to anti-PD1, and no association was noted
with ipilimumab. Of note, CTLA-4 was shown to be involved in the
early phase of the immune response in the lymph nodes, while PD-1
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plays a major role in the effector phase within the tissues. Clinical cases
presented with unusual features, especially the frequent axial involve-
ment that secondary extended to proximal limbs, and skin changes were
different between pembrolizumab and nivolumab. These findings il-
lustrate how ICIs may induced disease with atypical presentation. ICI
discontinuation was not enough to stop the extension of skin thick-
ening, and generalized skin changes always required the use of high-
dose prednisone, without any ADR especially scleroderma renal crisis.
Taken together, our data strongly support the role of PD-1/PD-L1
interaction in the pathophysiology of SSc. It suggests considering the
risk of scleroderma, as well as the risk of fibrosis extension in patients
with underlying scleroderma, in patients receiving anti-PD-1 agents.
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Table 2
Scleroderma reporting and Odds Ratios of Reporting (ROR) for immune checkpoint inhibitors within the WHO pharmacovigilance database.
Target SSc case Other ADR ROR (95%CI) vs. antineoplastic drugs ROR (95%CI) vs. all drugs

Immune checkpoint inhibitors - 35 79,891 2.4 (1.7-3.4) 3.1 (2.2-4.3)
Nivolumab PD-1 14 39,310 1.9 (1.1-3.2) 2.4 (1.4-4.1)
Pembrolizumab PD-1 16 20,597 4.1 (2.5-6.8) 5.3 (3.2-8.6)
Atezolizumab PD-L1 1 4414 1.2 (0.2-8.4) 1.5 (0.2-10.8)
Durvalumab PD-L1 1 2471 2.1 (0.3-15.1) 2.7 (0.4-19.4)
Ipilimumab CTLA-4 3 17,887 0.9 (0.3-2.7) 1.1 (0.4-3.5)

Bold values indicate statistically significant results.

SSc: scleroderma or systemic sclerosis; ADR: adverse drug reactions; ROR: Odds-Ratio of Reporting, 95% CI: 95% confidence interval.

Scleroderma cases are defined as any individual case safety report (ICSR) with the reported terms scleroderma, scleroderma renal crisis, scleroderma-like reaction,
systemic scleroderma, scleroderma associated digital ulcer, systemic sclerosis pulmonary, CREST syndrome or morphoea as preferred term (PT) according to the
Medical Dictionary for Regulatory Activities (MedDRA). Antineoplastic drugs are defined as any drugs belonging to the Anatomical Therapeutic Chemical (ATC) L

1

(X 1
level, i.e. antineoplastic and immunomodulating agents. ROR [95% CI] are calculated as ROR=‘;—‘: [ eﬂ'%v(“ b

1

fery ) ], where a is the number of SSc cases exposed to
an ICI, b is the number of other ADR cases exposed to an ICI, ¢ is the number of SSc cases exposed to the comparator drugs and d is the number of other ADR cases
exposed to the comparator drugs.
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Annexe 3 : Article 2

Gaillet, A., Delage, L.., Legendre, P., Henriquez, S., Heshmati, F., Wislez, M., ... & Terrier, B.
(2021). Extracorporeal photopheresis and cyclophosphamide for systemic sclerosis induced by

immune checkpoint inhibitors. Soumis

This letter is the follow-up case report of the patient described in Article 1 (Annexe 2).

We describe here the case of a patient with ICI-induced SSc who significantly improved after
combination of cyclophosphamide and extracorporeal photopheresis (ECP).

Data regarding safety and efficacy of ECP for the treatment of irAE are lacking. This case report
suggests that ECP, in combination with immunosuppressive agents, could be an interesting

approach for refractory ICI-induced SSc without being detrimental for the control of the solid

cancer.
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Immune checkpoint inhibitors (ICIs) targeting both CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte—
associated protein) and PD-1 (programmed cell death 1) have a central role in the management
of solid cancers, especially metastatic melanoma, non-small cell lung carcinoma (NSCLC) and
renal cell carcinoma [1]. Resulting from an excessive activation of the immune system against
the tumors, normal tissues may also be the target of the immune response and about half the
patients develop serious immune-related adverse events (irAE), including musculoskeletal
manifestations, colitis, thyroiditis, autoimmune hypothalamic-pituitary-adrenal axis, nephritis,

hepatitis, diabetes or myocarditis [2].



Systemic sclerosis (SSc) induced by ICIs is an uncommon complication. Based on the analysis
of the WHO pharmacovigilance database, we previously reported that nivolumab and
pembrolizumab showed a disproportionality in scleroderma reporting, whereas no
disproportionality was found for ipilimumab, atezolizumab or durvalumab [3]. However, the
therapeutic ~ management, from ICI discontinuation to glucocorticoids and/or
immunosuppressive agents, remains to be defined.

We describe here the case of a patient with ICI-induced SSc who significantly improved
after combination of cyclophosphamide and extracorporeal photopheresis (ECP).
A 49-year-old woman was admitted for diffuse skin thickening. She had been diagnosed with
metastatic NSCLC three months earlier. Although SSc was not initially diagnosed, Raynaud
phenomenon, puffy fingers and gastroesophageal reflux disease were already noted at this time.
Pembrolizumab (2 mg/kg every 3 weeks) was initiated but discontinued after two injections
because of the dramatic extension of skin thickening within one month with a modified Rodnan
skin score (mRSS) of 34. No SSc specific antibody (Scl70, centromeres, fibrillarin or RNA
polymerase III) was found and screening for visceral involvement revealed only mild
infiltrative lung disease. Skin biopsy showed swollen collagen bundles in the reticular dermis
with an edema fluid in the papillary dermis and a minimal inflammatory infiltrate.
Prednisone was started at 10 mg/day without any improvement and even an extension of skin
thickening to the breasts and loins (not included in the mRSS). Pulses of cyclophosphamide
(0.7 g/m?*/month) were then initiated and rapidly combined after one month with weekly ECP
owing to the extension of the cutaneous involvement (Figure 1A).
Over the next 12 months, skin thickening has decreased (mRSS 19) (Figure 1A), especially in
areas not included in the mRSS, and persisted in the distal extremity of the forearms (Figure

1B), while the tumor mass has almost disappeared (Figure 1C). Cyclophosphamide was



stopped after 12 months, prednisone was progressively tapered, and ECP was spaced out every
two weeks but maintained until last follow-up.

FACS analysis on PBMCs at SSc flare-up revealed an increased expression of activation
markers (CD38 and HLA-DR) on effector memory T cells compared to an age- and gender-
matched healthy control and the absence of PD-1 expression. FACS analysis during follow-up
showed that PD-1 expression on T cells returned to normal level at 12 months (Figure 1D).
Otherwise, while the percentages of activated T cells (CD38+ HLA-DR+) remained higher in
the patient, CD38 mean expression decreases for CD8 T cells and normalizes for CD4 T cells.
(Figure 1E).

Although spontaneous improvement is possible in irAE after ICI discontinuation, the
improvement of skin thickening and general health status, concomitant with a normalization of
the lymphocyte activation profile, suggests a specific effect of the combination therapy
(cyclophosphamide and ECP). ECP is an established therapy for the treatment of graft-versus-
host disease (GVHD) [4] but not in systemic sclerosis [5]. Data regarding safety and efficacy
of ECP for the treatment of irAE are lacking [6]. This case report suggests that ECP, in
combination with immunosuppressive agents, could be an interesting approach for refractory

ICI-induced SSc without being detrimental for the control of the solid cancer.
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Figure 1. Cyclophosphamide plus Extracorporeal Photopheresis (ECP) for systemic
sclerosis-induced by immune checkpoint inhibitors (ICls).

Panel A shows the clinical evolution (according to modified Rodnan skin score) with different
treatment over time.

Panel B shows skin thickening evolution over time (MO = SSc diagnosis; M12 = 12 months).
Panel C shows evolution of tumor mass on CT scan over time.

Panel D shows FACS analysis on PBMCs over time compared to an age- and gander-matched
healthy control. At MO, PD-1 expression is reduced and returned to normal level at M12.
Panel E shows CD38 histogram on the activated T cells (CD38+ HLA-DR+), with percentages
of activated CD38+ HLA-DR+ CD4+ (or CD8+) T cells in the entire CD4+ T cells subset (or
CD8+). Ratios of the Mean Fluorescence Intensity (MFI, patient / control) illustrates the
diminution of CD38 overexpression at M12, concomitant with a level of PD-1 expression
back to normal (ratio close to 1).
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Terrier, B. (2021). Immunogenicity of BNT162b2 Vaccine Against the Alpha and Delta
Variants in Immunocompromised Patients. Soumis

* These authors contributed equally to this work ® These authors contributed equally to this work

Background. Immunosuppressants and immunomodulators impair immune response to
SARS-CoV-2, increasing odds of severe coronavirus disease 2019 (Covid-19) and reducing
vaccine efficacy. Emergence of strains of SARS-CoV-2 exhibiting increase viral fitness and
immune escape potential, such as the Delta variant (B.1.617.2), further lower vaccine efficacy.
To what extent Delta evades vaccine-induced immunity in immunocomprised individuals in

patients with systemic inflammatory diseases remains unclear.

Methods. We conducted a prospective study in patients with systemic inflammatory diseases
(cases) and healthy controls receiving two doses of BNT162b2 28 days apart. The primary end
points were the levels of anti-spike antibodies and cross-neutralization of Alpha and Delta
variants 3 months after BNT162b2 vaccine. Secondary end points were T cell responses,

breakthrough infections and safety.

Results. Sixty-four cases and 21 controls not previously infected with SARS-CoV-2 were
included and analyzed. Kinetics of anti-spike IgG and IgA after BNT162b2 vaccine showed a
lower and delayed induction in cases compared to controls, much more pronounced in patients
treated with rituximab. Administration of two doses of BNT162b2 generated a neutralizing
response against the alpha and delta variants in 100% of controls, while sera from only one
individual in the rituximab group neutralized alpha (5%) and none neutralized delta. In
individuals under other therapeutic regimens, BNT162b2 induced an intermediate neutralizing
activity against alpha, an effect further amplified when evaluating the efficacy of sera to
neutralize the delta variant. All controls and cases except those treated with methotrexate
showed the ability to mount a SARS-CoV-2 specific T-cell response. Methotrexate completely
abrogated T-cell responses after one dose and dramatically impaired T-cell responses after 2
doses of BNT162b2 compared to controls and cases with other treatments.

Conclusions. Rituximab and methotrexate differentially modulate the immunogenicicty of
BNT162b2, by imparing B-cell and T cell responses, respectively. Delta fully escape the sub-
optimal humoral response of individuals treated with rituximab. These findings support efforts

to improve BNT162b2 immunogenicity in immunocompromised individuals
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Abstract
Background. The emergence of strains of SARS-CoV-2 exhibiting increase viral fitness and
immune escape potential, such as the Delta variant (B.1.617.2), raises concerns in
immunocompromised patients. To what extent Delta evades vaccine-induced immunity in
immunocompromised individuals with systemic inflammatory diseases remains unclear.
Methods. We conducted a prospective study in patients with systemic inflammatory diseases
(cases) and controls receiving two doses of BNT162b2. Primary end points were anti-spike
antibodies levels and cross-neutralization of Alpha and Delta variants after BNT162b2 vaccine.
Secondary end points were T-cell responses, breakthrough infections and safety.
Results. Sixty-four cases and 21 controls not previously infected with SARS-CoV-2 were
analyzed. Kinetics of anti-spike 1gG and IgA after BNT162b2 vaccine showed lower and
delayed induction in cases, more pronounced with rituximab. Administration of two doses of
BNT162b2 generated a neutralizing response against Alpha and Delta in 100% of controls,
while sera from only one of rituximab-treated patients neutralized Alpha (5%) and none Delta.
Other therapeutic regimens induced a partial neutralizing activity against Alpha, even lower
against Delta. All controls and cases except those treated with methotrexate mounted a SARS-
CoV-2 specific T-cell response. Methotrexate abrogated T-cell responses after one dose and
dramatically impaired T-cell responses after 2 doses of BNT162b2.
Conclusions. Rituximab and methotrexate differentially impact the immunogenicity of
BNT162b2, by impairing B-cell and T-cell responses, respectively. Delta fully escapes the
humoral response of individuals treated with rituximab. These findings support efforts to
improve BNT162b2 immunogenicity in immunocompromised individuals (Funded by the

Fonds IMMUNOV; ClinicalTrials.gov number, NCT04870411).
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Introduction
The course of Coronavirus-induced disease 2019 (Covid-19) is less favorable in patients with
systemic inflammatory diseases. Older age, male gender, cardiovascular disease and obesity
are risk factors of severe forms and Covid-19-related death in this immunocompromised
population®, as it is in the general population®®. Disease-specific factors including disease
activity and treatments, especially glucocorticoids, mycophenolate mofetil and rituximab, are
additional risks factors-3,
BNT162b2 and mRNA-1273 Covid-19 vaccines have been developed using a novel liposomal
MRNA-based delivery platform. These vaccines have a good safety profile, induce strong and
persistent B-cell and T-cell responses’® and are highly effective to prevent SARS-CoV-2
infection, hospitalization and death with the ancestral strain and the Alpha (B.1.1.7) variant®.
The efficacy of vaccine has been recently mitigated by variants of SARS-CoV-2 exhibiting
increase viral fitness and immune escape potential. Among them, the Delta variant (B.1.617.2)
was first identified in India in October 2020 and rapidly became the predominant strain across
the globel®. While in vitro data indicate reduced sensitivity of Delta variant to antibody
neutralization!!, only modest differences in vaccine effectiveness are noted with Delta as
compared to Alpha®?. In patients with systemic inflammatory diseases, the use of rituximab and
methotrexate, commonly used to induce and maintain remission, decreases seroprotection rate
following vaccination against influenza, pneumococcus and ancestral and Alpha variants of
SARS-CoV-21316, Yet, how the different immunosuppressive or immunomodulatory drugs
tune humoral and cellular responses, and how the Delta variant impacts vaccine effectiveness
in this population remains unclear.
In this study, we measured seroconversion, cross-neutralization of Alpha and Delta variants

and T-cell responses induced by BNT162b2 in immunocompromised patients with systemic

inflammatory diseases according to the treatments received.
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Methods
Study design
The prospective COVADIS study (NCTO04870411) included patients with systemic
inflammatory diseases managed in Cochin Hospital, University of Paris (Paris, France).
Healthcare immunocompetent workers from the same hospital were included as controls.
Patients with a positive Covid-19 serology at baseline were excluded from the main analysis.
Cases and controls received two doses of BNT162b2 28 days apart. Four groups of patients
receiving different immunosuppressive or immunomodulatory drugs were defined: patients
receiving rituximab (“rituximab” treatment group), methotrexate (“methotrexate” group),
conventional Disease-Modifying Anti-Rheumatic drugs (cDMARDSs) except for methotrexate
(“cDMARDs” group), and those receiving other strategies described to have limited impact on
vaccine immunogenicity (“other” treatment group).
Clinical and laboratory data
Clinical data were collected at baseline and during follow-up until month 3. To evaluate vaccine
immunogenicity, blood samples were collected before the first dose of vaccine (M0), one month
later just before the second dose (M1), and at 3 months (M3).
Outcomes
Primary end points were BNT162b2 immunogenicity and cross-neutralization of Alpha and
Delta variants at 3 months, i.e. after two vaccine doses, defined by neutralization titer (median
of the half maximal effective dilution, ED50) for both virus with ED50 above 30. Secondary
end points were the proportion of patients with positive anti-SARS-CoV-2 antibodies (define
as an antibody binding unit (BU) above 1.1 for IgG and 0.2 for IgA) at M1 and M3, T-cell
response defined by the number of circulating SARS-CoV-2-spike-specific IFNy-producing T

cells at M1 and M3, breakthrough infections and safety.
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T and B cell immunophenotyping
Extended B cell and T cell immunoprofiling were performed on whole blood as described in
the Supplementary Appendix and Supplementary Figures 1-2.
S-Flow assay
The S-Flow assay was used to detect antibodies bound to 293T cells stably expressing the spike
protein (S) at their surface using flow cytometry. This assay is highly sensitive and allows
quantification of antibodies through a standardized MFI (referred as Binding Unit ; BU), which
is calculated using an anti-spike monoclonal antibody as reference. The method is described in
the Supplementary Appendix.
Virus strains
The Alpha (B.1.1.7) variant originated from an individual returning from the United Kingdom.
The Delta (B.1.617.2) variant originated from a hospitalized patient returning from India. The
variant strains were isolated from nasal swabs using Vero E6 cells and amplified by two
passages. Additional information is described in the Supplementary Appendix.
S-Fuse neutralization assay
The S-Fuse neutralization assay was used to assess the neutralizing activity of sera against
emerging variants. The method is described in the Supplementary Appendix.
T-cell response using enzyme-linked immunoSpot (EliSpot)
SARS-CoV-2-specific IFNy-producing T cells were identifed by using commercially available
pools derived from a peptide scan through SARS-CoV-2 N-terminal (pool S1) and C-terminal
(pool S2) fragments of spike glycoprotein (JPT Peptide Technologies GmbH, BioNTech AG,
Berlin, Germany). Results are expressed as Spot Forming Unit (SFU)/10% CD3+ T cells after
subtracting background values from wells with non-stimulated cells. The method is described

in the Supplementary Appendix.
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Statistical analysis

No statistical methods were used to predetermine sample size. The experiments were performed
in blind regarding to the allocation groups. Flow cytometry data were analyzed with FlowJo
v.10 software (TriStar). Calculations were performed using Excel 365 (Microsoft). Figures
were drawn using GraphPad Prism 9. Statistical analyses were conducted using GraphPad
Prism 9. Statistical significance between different groups was calculated using the tests

indicated in each figure legend. Detailed statistical analysis is described in the Supplementary

Appendix.

Results

Patients characteristics

Between January and April 2021, 77 cases and 28 controls were included in the study. Twenty
participants (13 cases and 7 controls) with positive SARS-CoV-2 serological tests at baseline
were excluded from the main analysis (Figure 1). Finally, 64 cases and 21 controls were
analyzed. Baseline characteristics of patients are shown in Table 1. Median age in controls and
cases was 56 [39.5-59.5] and 52 [37.8-66.3] years, respectively. The immunological
characteristics are shown in Supplementary Table 1 and Supplementary Figures 3-4.
Compared to controls, cases showed lower total lymphocytes count. As expected, in the
“rituximab” treatment group, circulating B cells were not detected (except in one patient) and

levels of IgG, IgA and IgM were lower.

Induction of anti-spike antibodies after BNT162b2 vaccine
First, we analyzed the kinetics of induction of anti-spike 1gG and IgA in patients’ sera after the
first and second dose of BNT162b2 vaccine. We observed a delayed response in cases

compared to controls. Anti-spike 1gG and IgA inductions were detectable mainly after the
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second dose in cases, whereas it was noted from the first dose in controls (Supplementary
Figure 5). On samples collected after the 2 doses, at 3 months, all treatment groups except the
“other” group showed significantly lower anti-spike 1gG levels than controls (Figure 2A). The
“rituximab” group showed the lowest response. Then, we categorized individuals who
seroconvert in IgG or IgA at M3 as “responders”. All controls and cases from the “other”
treatment group seroconverted in 1gG (Figure 2B). “Rituximab” showed again the lowest
response, with only 50% of individuals who seroconverted at M3 (Figure 2B). “Methotrexate”
and “cDMARDSs” treatment groups showed intermediate levels of anti-spike 1gG levels at 3
months, with 93% and 68% of individuals who seroconverted, respectively (Figure 2A-B). A
large inter-individuals variability was observed in these two groups. The use of azathioprine or
mycophenolate mofetil did not discriminate between responders and non-responders in the
cDMARDs group. Anti-spike IgA levels after two doses of BNT162b2 were lower than for IgG
in all cases and controls (Figure 2A-B). Anti-spike IgA levels after the first and second doses
of BNT162b2 vaccine were significantly lower in patients treated with rituximab and
methotrexate compared to controls and cases from the “cDMARDS” and “other” treatment
groups (Figure 2A and 2B and Supplementary Figure 5). Analysis of the circulating follicular
helper CD4+ T cells after the first and second dose showed a delayed increase in cases
compared to controls, occurring mainly after the second dose in patients treated by methotrexate

and cDMARDS and detected after the first dose in controls. No difference was observed in the

proportion of memory B cells (Supplementary Figure 6).

Neutralization of Alpha and Delta variants by sera after BNT162b2 vaccine
We next examined whether BNT162b2 vaccine-elicited antibodies at month 3 neutralized the
Alpha and Delta variants in cases and controls (Figure 2C-D). Median ED50 for Alpha in

controls and in cases from the “rituximab”, “methotrexate”, “cDMARDs” and “other” treatment
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groups were 1942, <7.5, 199, 65 and 2173, respectively; and 539, <7.5, 31, <7.5and 270 for
Delta (Figure 2C). Delta was 4-fold less sensitive to neutralization than Alpha in the controls,
confirming previous observation'. Among cases, titers were reduced by 6-fold between Delta
and Alpha in the "methotrexate” group, 9-fold in the "cDMARDs" group, 8-fold in the "other"
group. The lack of neutralization in the “rituximab” group impaired the calculation of a fold
decrease.

Then, we arbitrarily classified individuals as neutralizers according to the detection of
neutralizing antibodies at a serum dilution of 1:30 and non-neutralizers. Administration of two
doses of BNT162b2 generated a neutralizing response against the Alpha and Delta variants in
100% of controls. Only one individual in the “rituximab” group neutralized Alpha (5%) and
none neutralized Delta (Figure 2C-D). Sera of 87% of patients in the “methotrexate” group
neutralized Alpha, dropping to 57% against Delta (Figure 2D). Sera from patients in the
“cDMARDSs” group neutralized Alpha and Delta in 53% and 42%, respectively. Nine (14%)
cases neutralized Alpha but not Delta, including 5 patients treated with methotrexate, 2 with
cDMARDs, 1 with rituximab and 1 with anti-TNF-o therapy. Correlation between Alpha and
Delta neutralization titers, and between 1gG production and ED50 of Alpha variant was strong
in all participants except for those receiving rituximab and cDMARDSs (Supplementary Figure
7).

The lack of neutralization of Delta was associated with active disease (P<0.001), the use of
rituximab (P<0.001), glucocorticoids (P=0.007) and low IgM (P=0.047) and IgG2 (P=0.05)
levels (Supplementary Table 3). In multivariate analysis, ED50 of Delta remained negatively
associated with rituximab (P<0.001), methotrexate (P<0.001) and cDMARDs (P<0.001)

(Supplementary Table 4).
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Overall, B-cell response to BNT162b2 vaccine was impaired in immunocompromised patients
at different levels depending on the treatments received. The effect was further amplified when
evaluating the efficacy of sera to neutralize the Delta variant.

Seroconversion and neutralization of Alpha and Delta variants in Convalescent
Vaccinated Individuals

We then quantified anti-spike 1gG and IgA and neutralization activity 3 months after
vaccination in the 7 controls and 13 cases who had been previously infected with SARS-CoV-
2 and excluded from the main analysis (Supplementary Figure 8). In convalescent controls,
vaccination boosted levels of anti-spike IgG and IgA as well as neutralizing antibody titres
against both variants, as compared to the uninfected vaccinated control group. In previously

infected cases under immunosuppressive or immunomodulatory drugs, a low response

remained after vaccination.

T-cell Response to BNT162b2 Vaccine

We next investigated whether controls and cases mounted a SARS-CoV-2 specific T-cell
response following the first and second doses of BNT162b2 vaccine (Figure 3 and
Supplementary Figure 9). All controls (excepte one) and cases except those from the
“methotrexate” treatment group had similar levels of specific T-cells in response to S1 pool
(Figure 3A). Methotrexate completely abrogated T-cell responses after one dose and
dramatically impaired T-cell responses after 2 doses of BNT162b2 compared to controls and
cases from other treatment groups (Figure 3A and 3B). Similar results, but less pronounced,
were observed for S2 peptide pool (Figure 3A and Supplementary Figure 9). Importantly,
despite the absence of neutralizing activity in response to BNT162b2, patients receiving
rituximab showed increased levels of specific T-cell responses that reached after a delay the

same levels as controls (Figure 3A and 3B). The relationship between humoral and cellular
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immune responses against SARS-CoV-2 is shown in Figure 4, highlighting the impact of the
different treatment groups on both humoral and cellular responses. The lack of T-cell response
was associated with the use of methotrexate (P=0.045) and glucocorticoids (P=0.012). In
multivariate analysis, no variable correlated with SARS-CoV-2-specific IFNy-producing T
cells. Also, no significant differences in the proportion of circulating CD4+ memory T cells
and Thl T cells after the first and second dose of BNT162b2 were found in all groups
(Supplementary Figure 6).

Overall, T-cell responses to S1 and S2 peptide pools were similar in cases compared to the

controls except methotrexate treated patients showing significantly decreased T-cell responses.

Clinical Outcomes After BNT162b2 Vaccine

At 3 months of follow-up, 2 patients from the cohort developed Covid-19, as confirmed by a
positive SARS-CoV-2 RT-gPCR test in nasopharyngeal swab for Alpha and Beta variants. Both
individuals belonged to the “rituximab” treatment group. Symptoms started 4 and 7 days after
the second dose of vaccine. They were treated with anti-SARS-CoV-2 monoclonal antibodies
with a good outcome. Four patients (6.3%) experienced a disease flare within the 3 months
following the first dose of vaccine, two patients with systemic lupus erythematosus and two

with systemic vasculitis, leading to modification of immunosuppressive regimen.
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Discussion
As the Delta variant spreads across the globe, aggregating data on the effectiveness of Covid-
19 vaccines in specific immunocompromised populations is a critical issue. Data from solid
organ transplant recipients, patients with malignant hemopathy or with chronic inflammatory
arthritis suggested that risk factors for reduced SARS-CoV-2 vaccine immunogenicity included
older age and treatments with glucocorticoids, rituximab, mycophenolate mofetil and
abatacept'>1-19, However, levels of anti-spike antibodies were mainly measured and few
studies used neutralization assay or assessed T-cell response.
Additional studies specifically reported that B cell depletion by rituximab blocked humoral but
not T cell response to vaccination, using anti-RBD 1gG measurement and IFNy ELISPOT T-
cell response. SARS-CoV-2 antibody response was reported in 0 to 39% of the vaccinated B-
cell-depleted patients, whereas T cell responses were noted in 58 to 100%2%2%. This early
assessment showed that humoral immunity to one or two doses of BNT162b2 was also impaired
by methotrexate treatment??-24, However, conflicting results were found for cellular responses
showing either preserved? or impaired T-cell activation®*. Most of these studies assessed very
early timepoints that may not allow an appropriate assessment of immune response after
complete vaccination.
Sera from convalescent and vaccinated individuals neutralize less efficiently the Delta variant
than the Alpha!l. However, this was studied in the general population and assessing the
sensitivity of the Delta variant to antibody neutralization in immunocomprised populations is
thus necessary.
In this study, we focused on patients with systemic inflammatory diseases that were receiving
rituximab, methotrexate and/or other cDMARDs, and provided important data regarding

sensitivity to Delta variant according to the treatments used. We analyzed patients after the first

and the second doses of the BNT162b2 vaccine. We report a delayed and lower induction of
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anti-spike 1gG and IgA compared to controls, much more pronounced with rituximab. While
two doses of BNT162b2 generated a neutralizing response against Alpha and Delta variants in
100% of controls, 95% of sera from patients treated with rituximab did not neutralize these two
variants. In contrast, SARS-CoV-2 specific T-cell response were similarly measured in controls
and cases with the exception of methotrexate-treated patients. This differential impairement of
immunogenicity after BNT162b2 vaccine according to the treatments received, mainly for
rituximab and methotrexate, is critical to identify patients in which optimization of vaccine
strategies should be evaluated.
To counteract this impaired immunogenicity, the administration of a third dose of mMRNA-based
vaccine has been proposed. Recent data in solid-organ transplant recipients showed that a third
dose of BNT162b2 vaccine increased the prevalence of seroconversion and antibody titers,
without serious adverse events®-27. A third dose also increased specific cellular response even
in patients who remained seronegative?’.
Our study has several limitations. The findings are observational and based on small numbers
and should be interpreted with caution. Differences in treatment groups where highly associated
with the type of underlying inflammatory disease, and there may be differences among the
populations. However, except for more frequent renal involvement at diagnosis in the
“rituximab” group and younger age in the “cDMARDSs” group, patients’ characteristics were
comparable between treatment groups.
Overall, we found that rituximab and methotrexate differentially impact the immunogenicicty
of BNT162b2 vaccine, by imparing B-cell and T-cell responses, respectively. The Delta variant
fully escapes the sub-optimal humoral response of individuals treated with rituximab. Our
findings support effortsto improve effectiveness of mMRNA vaccines in this

immunocompromised population.
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Tables

Table 1. Patients’ characteristics at vaccination.

All Rituximab Methotrexate cDMARDs Others
n =64 n=22 n=16 n=19 n=7
Age. years
Median [IQR] 52 [37.8-66.3] 58.5 [48.3-67.8] 50 [38.5-72.3] 34 [30-53.5] 51 [44-58.5]
>50 yr, n (%) 35 (54.7) 16 (72.7) 8 (50) 7 (36.8) 4 (57)
Female, n (%) 48 (75) 15 (68.2) 11 (68.8) 15 (79) 7 (100)
Diagnosis
Vasculitis
AAV 18 (28.1) 18 (81.8) 0 0 0
Behget's 2(1.6) 0 0 2 (10.5) 0
Cryoglobulinemia vasculitis 2(1.6) 2(9.1) 0 0 0
Large vessel vasculitis 4 (6.3) 0 4 (25) 0 0
Connective Tissue Disease
SLE 15 (23.4) 0 4 (25) 9 (47.4) 2 (28.6)
Systemic sclerosis 7 (10.9) 1(4.5) 0 4(21.1) 2 (28.6)
Sjogren Syndrome 2(1.6) 1(4.5) 1(6.3) 0 0
Myositis 5(7.8) 0 3(18.8) 2 (10.5) 0
Inflammatory Rheumatic Diseases* 3(4.7) 0 2 (12.5) 0 1(14.3)
Sarcoidosis 3(4.7) 0 1(6.3) 1(5.3) 1(14.3)
Others 3(4.7) 0 1(6.3) 1(5.3) 1(14.3)
Disease duration (years). mean (SD) 9.5 (9) 9.2 (9.1) 10.1 (8) 8.4 (8.9) 12 (11.9)
Disease activity status
Active disease n (%) 17 (26.5) 4(18.2) 6 (37.5) 7 (36.8) 0 (0)
Renal involvement n (%) 19 (29.7) 9 (41) 3(18.8) 6 (31.6) 1(14.3)
Ongoing treatments n (%)
Prednisone 45 (70.3) 13 (59.1) 12 (75) 17 (89.5) 3(42.9)
Median mg/day (IQR) 7.5 (5-15) 5 (5-13.8) 7.5 (5-13.8) 10 (5-25) 5 (5-12.5)
cDMARDs
Methotrexate 19 (29.7) 3(13.6) 16 (100) 0 0
Azathioprine 5(7.8) 0 0 5(26.3) 0
Mycophenolate Mofetil 12 (18.8) 0 0 12 (63.2) 0
Cyclophosphamide 3(4.7) 1(4.5) 0 2 (10.5) 0
Biological therapies
Anti-TNF-a. 6 (9.4) 0 1(6.3) 3(15.8) 2 (28.6)
Rituximab 22 (34.4) 22 (100) 0 0 0
Tocilizumab 34.7) 0 3(18.8) 0 0
Belimumab 1(1.6) 0 1(6.3) 0 0
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Hydroxychloroquine 15 (23.4) 2(9.1) 4 (25) 7 (36.8) 2 (28.6)
No DMARDs. hiologics or prednisone 1(1.6) - - - 1(14.3)
Number of lines of previous treatments. n. 2 (1-3.8) 2 (1-4.3) 2 (1-4) 2 (1-3) 2 (1-2)

median (IQR)

* Inflammatory Rheumatic Diseases : rheumatoid arthritis (n=2), spondyloarthritis (n=1).
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Figure legends

Figure 1. Flow-chart of the study.

Figure 2. Humoral Immune Response to SARS-CoV-2 3 Months After BNT162b2
Vaccine.

A. Levels of anti-S 1gG and IgA antibodies in the indicated groups after full vaccination at 3
months (M3) as determined by the SFlow assay. The Binding Unit (BU), in a log scale, is
calculated using a serially diluted anti-S monoclonal antibody as standard. Dotted lines indicate
threshold of positivity (BU=1.1 for 1gG and 0.2 for IgA). Two-sided Kruskal-Wallis test with
Dunn’s test for multiple comparisons were performed. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001,
****P<().0001.

B. In each group, individuals were defined as a ‘responders’ (blue) if antibodies were detected
above the threshold or non-responders’ (gray) otherwise. Numbers of individuals in each group
and percentages of responders are indicated.

C. Neutralizing titers of sera against Alpha and Delta variants are expressed as ED50 values, in
a log scale. Dotted line indicates the limit of detection (ED50=30). Data are mean of two
independent experiments. In each group, Wilcoxon paired t-test was performed to compared
ED50 of Alpha versus Delta variants. Two-sided Kruskal-Wallis test with Dunn’s test for
multiple comparisons between group of treatment was performed. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001, ****P<0.0001.

D. In each group, individuals were defined as a ‘neutralizers’ (blue for Alpha; orange for Delta)
if neutralization was detected at the dilution 1:30 or ‘non-neutralizers’ (gray) otherwise.

Numbers of individuals in each group and percentages of neutralizers are indicated.
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Figure 3. Cellular Immune Response to SARS-CoV-2 After BNT162b2 Vaccine.

A. Quantification of SARS-CoV-2 specific T-cells responses using EliSpot at M3 in the
indicated groups. Results were expressed as spot forming unit (SFU)/10% CD3+ T-cells after
subtraction of background values from wells with non-stimulated cells, in a log scale. Negative
controls were PBMC in culture medium. Positive controls were PHA-P and CEFX Ultra
SuperStim Pool. SARS-Cov-2 peptide pools tested were derived from a peptide scan through
SARS-CoV-2 Spike glycoprotein (Left S1, N-terminal fragment, right: S2, C- terminal
fragment). P values were determined with two-sided Kruskal-Wallis test with Dunn’s test for
multiple comparisons were performed. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

B. Kinetic of specific T-cells responses against the SARS-CoV-2 S1 peptide before the first
dose (MO0), before the second dose (M1) and after full vaccination at 3 months (M3) according

to the treatments received. Data indicate median. Each dot represents a single patient.

Figure 4. Relationship Between Humoral and Cellular Immune Responses Against SARS-
CoV-2.

Each dots represent the mean of all patients in the indicated groups. Bars are the standard
deviation. X axis is the neutralization titer (ED50) for Alpha (left panel) or the levels of IgG
(right panel). Y axis is the levels of S1-specific T-cell responses measured by ELISPOT. Dotted

lines indicate the limit of detection.
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Figure 1. Flow-chart of the study.
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Figure 2. Humoral Immune Response to SARS-CoV-2 3 Months After BNT162b2 Vaccine.
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Figure 3. Cellular Inmune Response to SARS-Cov-2 After BNT162b2 Vaccine.
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Figure 4. Relationship Between Humoral and Cellular Inmune Responses
Against SARS-CoV-2.
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Figure S1. Gating strategy for immunoprofiling of B cell subpopulation
compositions.
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Figure S2. Gating strategy for immunoprofiling of T cell subpopulation
compositions.
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Figure S3. Laboratory Findings in Patients Included in the Study.
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Figure S4. Immunoprofiling of Peripheral Blood Mononuclear Cells at

Baseline.
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Figure S5. Kinetics of Anti-Spike IgG and IgA after BNT162b2 Vaccine.
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Figure S6. Kinetics of TH1 CD4+ T cells, Follicular Helper CD4+ T cells,
Plasmablasts and Switched Memory B cells After BNT162b2 Vaccine.
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Figure S7. Cross-Neutralization Between Alpha and Delta Variants and
Correlation with specific Anti-Spike IgG Levels at 3 Months.
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Figure S8. Humoral Immune Response to SARS-CoV-2 in Convalescent
Vaccinated Individuals.
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Figure S9. Kinetics of specific T-cell response against the SARS-CoV-2 S2

peptide pool.
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Annexe 5 : Article 4 - en cours de rédaction

Meynier, S., O'Donoghue’, A., Abdessalem®, G., Caye, A., Strullu, M., Arfeuille, C., Luka, M.,
Delage, L., ..., Rieux-Laucat, R. (2021). From Ras-associated Autoimmune Leukoproliferative
Disorder to leukemia. Article en cours de rédaction

T These authors contributed equally to this work

Ras-associated lymphoproliferative disease (RALD) is a benign autoimmune disease associated
with activating KRAS or NRAS somatic mutations. RALD share clinical features with a rare
RAS-driven pediatric malignancy, the juvenile myelomonocytic leukemia (JMML).
Intriguingly, some RALD patients progress to overt leukemia. T lymphocytes from RALD
patients exhibit a resistance to the BIM-mediated Activated-Cell Autonomous Death (ACAD),
but a normal FAS/FASLG-mediated Activation-Induced Cell Death (AICD). To understand
and characterize the pathophysiological link between these two diseases, we assessed these
apoptosis pathways in RALD, JMML and in a RALD patient who developed leukemia. We
found that T cells from JMML patients exhibit a normal ACAD but an impaired AICD function
related to a reduced FASL expression. By single cell RNA segueing, we show a reduction of
AICD signature, defined by FASL, Perforin, Granzyme B and TNF-a, in NK and cytotoxic
CDS8 T cells, between RALD stage and JMML stage. This process would be orchestrated by the
patients’ monocytes modifying the epigenetic of apoptosis genes, inhibiting their mRNA

expression, in cytotoxic cells and thus reducing their capacity to monitor cancer cells.
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Annexe 6 : Liste des primers PCR pour le séquencage en Sanger

Tableau 19: Primers pour confirmer les mutations de la cohorte de patients atteints du syndrome des plaquettes grises

Géne Famille GPS Exon | Primer Forward (3’ ->5°) Primer Revers (3’ ->5°)

NBEAL2 | Famille 1 34 CTGGAGCCCCAGACTGC GTGTCAGGGGAACCTCACC
NBEAL2 | Famille 2 29 AGAGGGAAAGTCTGGAGGGG AGGCAAGTCCACACTCACAG
NBEAL2 | Famille 3 15 TGACCATGAGTTTGCCCGAA GGACCCCAGTGGCTAAAGTC
NBEAL2 | Famille 4 14 GATACAGCACCTACCCCTGC GGACCAGGTTCTGGCTGAAG
NBEAL2 | Famille 4 39 TGACCCCTCTAAGTGGTGCT GGGGAGAATGGAGACAGGGA
NBEAL2 | Famille 6 21 GGTCTGGAGGATCTGGGGAA GAATGAGCAGAGGGCTCAGG
NBEAL2 | Famille 6 45 CGAGGAGGCCCTCAATGTCTT CCCCCATACTCTTCCCATGTTT
NBEAL2 | Famille 7 50 GTATGAACAGCCTTGGAGCTGG CAGTGTGTATGATCACAGTTCCATC
NBEAL2 | Famille 8 41 CAGACTAGGGGGCAGATAAGG GCAGACACATACTCCGACTC
NBEAL2 | Famille 8 52 GAAGGCCAGATTGTGGTACAGA AGGGGATATACACCAACTTGCG

Tableau 20: primers PCR pour confirmer les mutations des patients porteurs d’une mutation hétérozygote de LRBA et

d’une mutation hétérozygote de NBEAL2

Géne Mutation Exon | Primer Forward (3° ->5°) Primer Revers (3’ ->5°)

NBEAL2 c.3584G>A 25 CTGGGGTTCAGGGAGGTACA CCTGAGGGACTGACCAGACT
LRBA c.2527C>T 21 AAACTAAAGAAATTGCAATAGATGGA CCCCCGAAAAAGAAACACATTTAG
NBEAL2 c.2062C>T 15 TGACCATGAGTTTGCCCGAA GGACCCCAGTGGCTAAAGTC
LRBA c.109C>T 2 GAAGCGGGTGGCTAGTAGTG ACCACATGGCTCCAGCTTTA

Tableau 21: Primers PCR pour confirmer les mutations des patients porteurs d’une mutation hémizygote de DOCK11

Géne Famille Exon | Primer Forward (3° ->5°) Primer Revers (3’ ->5°)

DOCK11 Famille A 36 TCATTGATGCTGAACTAATTACCAA TGCTGGGCTTTAAAGATGGT
DOCK11 Famille B 38 TGGAGTGTTGGCCACTTATCT CATCATATTGGCAATTTAAACCAGG
DOCK11 Famille C 8 TCCTGAGGGAGGGGAACAAA GTCTATCAACCTCCACAGTCAC
DOCK11 Famille D 12 AGTCTGTTGTTTTGGAATGCCCT GCCCTCAAACTTCAGTAACCAGA
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Annexe 7 : Liste des primers utilisés pour les RT-qPCR

Tableau 22: Primers utilisés pour les expériences de RT-gPCR

Géne Primer Forward (3° -> 5°) Primer Revers (3’ ->5°)

CTLA-4 CACTATCCAAGGACTGAGGGC GGCACGGTTCTGGATCAATTA
GAPDH GAGTCCACTGGCGTCTTCAC TTCACACCCATGACGAACAT
Actin CGTCTTCCCCTCCATCGTG TCGATGGGGTACTTCAGGGT
HPRT!1 GAAAAGGACCCCACGAAGTGT AGTCAAGGGCATATCCTACAACA

Annexe 8 : Panels d'anticorps utilisés pour I'étude de I'expression

des checkpoints immunitaires sur les lymphocytes T

Tableau 23: Panel d'anticorps pour I'étude de I'expression des checkpoints immunitaires inhibiteurs sur les lymphocytes

T - mise au point sur le cytométre spectral Sony SP6800

CHECKPOINTS INHIBITEURS - SONY SP6800 - LYMPHOCYTES T
Marqueur Fluorochrome Clone Fournisseur Référence
TCRab Pe/Dazzle594 1P26 Sony 2133625
CD4 BV750 SK3 Biolegend 344643
CD8 AF532 RPA-TS Thermofisher 58-0088-42
CD25 PE 2A3 BD 341011
CD127 BV570 A019D5 Biolegend 351307
CD45RA Pacific blue HI100 Sony 2120615
CCR7 FITC G043H7 Sony 2366080
CTLA-4 APC L3D10 Sony 2349535
BTLA BV605 J168-540 BD 743986
LAG3 PE EF610 3DS223H Thermofisher 61-2239-41
PD-1 BV421 EH12-2H7 Biolegend 329919
TIM3 BV711 F38-2E2 Sony 2325115
TIGIT PECy7 A15153G Biolegend 372713
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Tableau 24: Panel d'anticorps pour I'étude de I'expression des checkpoints immunitaires activateurs sur les

lymphocytes T - mise au point sur le cytométre spectral Sony SP6800

CHECKPOINTS ACTIVATEURS - SONY SP6800 - LYMPHOCYTES T

Marqueur | Fluorochrome Clone Fournisseur Référence
TCRab Pe/Dazzle594 1P26 Sony 2133625
CD4 BV750 SK3 Biolegend 344643
CD8 AF532 RPA-TS Thermofisher 58-0088-42
CD25 PE 2A3 BD 341011
CD127 BV570 A019D5 Biolegend 351307
CD45RA Pacific blue HI100 Sony 2120615
CCR7 FITC G043H7 Sony 2366080
CD28 BV421 CD28.2 Sony 2114645
CD27 APC Cy7 0323 Biolegend 302815
0X40 PerCp5.5 Ber-ACT35 Biolegend 350009
ICOS AF700 C398-4A Biolegend 313527
GITR APC 621 Biolegend 311609
4-1BB BV605 4B4-1 Sony 2149105
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Annexe 9 : Panels d'anticorps utilisés pour I'immunophénotypage

des PBMC en parallele des expériences de sc RNA seq

Tableau 25: Panel pour marquer les cellules B, les monocytes et les cellules dendritiques

PANEL B, mono, DC — PBMC — Spectral Sony SP6800
Marqueur Fluorochrome Clone Fournisseur Référence
CD19 AF488 HIB19 Biolegend 302219
IgD PE [1A6-2 Biolegend 348204
CDllc PE/Dazzle 594 39 Biolegend 301642
HLA-DR PE/Cy5 L243 Biolegend 307608
CD24 PerCP/Cy5.5 MLS5 Biolegend 311116
CD141 PE/Cy7 MS&0 Biolegend 344110
IgM BV421 MHM-88 Biolegend 314516
CD14 Pacific Blue 63D3 Biolegend 367122
CD3 BV510 OKT3 Biolegend 317332
CD56 BV510 5.1H11 Biolegend 362534
CD16 BV570 3G8 Biolegend 302036
CD45 BV605 2D1 Biolegend 368524
CDlc AF647 L161 Biolegend 331510
CD123 BV711 6H6 Biolegend 306030
Viabilité Zombie NIR - Biolegend 423105
Tableau 26: Panel pour marquer les lymphocytes T
PANEL T - PBMC - Spectral Sony SP6800
Marqueur Fluorochrome Clone Fournisseur Référence
CD45RA AF488 HI100 Biolegend 304114
CD279 (PD1) PE EH12.2H7 Biolegend 329906
CXCR3 PE/Dazzle 594 GO025H7 Biolegend 353736
HLA-DR PE/Cy5 L243 Biolegend 307608
CD57 PerCP/Cy5.5 HNK-1 Biolegend 359622
CD38 PE/Cy7 HB-7 Biolegend 356608
CCR7 BV421 G043H7 Biolegend 353208
CD56 Pacific Blue 5.1H11 Biolegend 362520
CD3 BV510 OKT3 Biolegend 317332
CD16 BV570 3G8 Biolegend 302036
CD4 BV605 OKT4 Biolegend 317438
CCR6 BV650 GO034E3 Biolegend 353426
CD8a BV711 RPA-T8 Biolegend 301044
Viabilité Zombie NIR - Biolegend 423105
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Tableau 27: Panel pour marquer les cellules NK, MAIT et les TReg

PANEL TREG / NK/MAIT - PBMC — Spectral Sony SP6800

Marqueur Fluorochrome Clone Fournisseur Référence
CD45RA AF488 HI100 Biolegend 304114
CDl161 PE HP-3G10 Biolegend 339904
CCR4 PE/Dazzle 594 L291H4 Biolegend 359420
CD45 PerCP 2D1 Biolegend 368506
CD25 PerCP/Cy5.5 BC96 Biolegend 302626
TCR V7.2 PE/Cy7 3C10 Biolegend 351712
TCR Va24-Jal8 BV421 6B11 Biolegend 342916
CD56 Pacific Blue 5.1H11 Biolegend 362520
CD3 BV510 OKT3 Biolegend 317332
HLA-DR BV570 L243 Biolegend 307638
CD4 BV605 OKT4 Biolegend 317438
CD127 BV650 A019D5 Biolegend 351326
CD8a BV711 RPA-T8 Biolegend 301044
Viabilité Zombie NIR - Biolegend 423105
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Annexe 10 : Panel CyTOF utilisé

Tableau 28: Liste des anticorps du panel CyTOF Maxpar Direct Immune Profiling (Fluidigm) et des 8 marqueurs

supplémentaires — panel pouvant étre réalisé sur sang total ou sur PBMC

PANEL MAXPAR IMMUNE - CYTOF

Marqueur Métal Clone Fournisseur Référence

CD45 89Y HI30 Fluidigm kit SKU 201325
CCR6 141Pr GO34E3 Fluidigm kit SKU 201325
CD123 143Nd 6H6 Fluidigm kit SKU 201325
CD19 144Nd HIB19 Fluidigm kit SKU 201325
CD4 145Nd RPA-T4 Fluidigm kit SKU 201325
CD8a 146Nd RPA-TS8 Fluidigm kit SKU 201325
CDllc 147Sm Bul5s Fluidigm kit SKU 201325
CD16 148Nd 3G8 Fluidigm kit SKU 201325
CD45RO 149Sm UCHL1 Fluidigm kit SKU 201325
CD45RA 150Nd HI100 Fluidigm kit SKU 201325
CD161 151Eu HP-3G10 Fluidigm kit SKU 201325
CCR4 152Sm L291H4 Fluidigm kit SKU 201325
CD25 153Eu BC96 Fluidigm kit SKU 201325
CD27 154Sm 0323 Fluidigm kit SKU 201325
CD57 155Gd HCD57 Fluidigm kit SKU 201325
CXCR3 156Gd GO025H7 Fluidigm kit SKU 201325
CXCRS 158Gd J252D4 Fluidigm kit SKU 201325
CD28 160Gd CD28.2 Fluidigm kit SKU 201325
CD38 161Dy HB-7 Fluidigm kit SKU 201325
CD56 163Dy NCAM16.2 Fluidigm kit SKU 201325
TCR yd 164Dy B1 Fluidigm kit SKU 201325
CD29%4 166Er BM16 Fluidigm kit SKU 201325
CCR7 167Er GO043H7 Fluidigm kit SKU 201325
CD14 168Er 63D3 Fluidigm kit SKU 201325
CD3 170Er UCHT1 Fluidigm kit SKU 201325
CD20 171Yb 2H7 Fluidigm kit SKU 201325
CD66b 172Yb G10F5 Fluidigm kit SKU 201325
HLA-DR 173Yb LN3 Fluidigm kit SKU 201325
IgD 174Yb [1A6-2 Fluidigm kit SKU 201325
CD127 176Yb A019D5 Fluidigm kit SKU 201325
Cell-ID Intercalator 103Rh - Fluidigm kit SKU 201325
PD-1 165Ho EH12.2H7 Fluidigm SKU 3165041D
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TIM3 169Tm F38-2E2 Fluidigm SKU 3169028B
FAS BD pour I’anticorps 555670
. 116Cd DX2 . .

(apres couplage) Fluidigm pour le kit de couplage | SKU 201116A
TIGIT 209Bi MBSA43 Fluidigm SKU 3209013B
GITR 159Tb 621 Fluidigm SKU 3159020B
0X40 142Nd ACT35 Fluidigm SKU 3142018B
ICOS 175Lu C398.4A Fluidigm SKU 3175039B
CTL{%—4 162Dy BNI3 Bio.le.gend pour l’a.nticorps 369602

(apres couplage) * Fluidigm pour le kit de couplage | SKU 201162A

* CTLA-4 a été marqué de facon intracellulaire
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Annexe 11 : Panel des 128 autoantigénes testés par antigen

microarray

Tableau 29: Liste des 128 autoantigénes plasmatiques testés grdce au « antigen microarray »

En collaboration avec I'équipe du Dr Quan-Zhen Li, du Centre Médical du Sud-Ouest de I'Université du Texas, a Dallas,
Texas, USA. Ce tableau a été mis en forme par le Dr Caroline Besnard.

Catégorie

Cible antigénique

Maladie associée

Antigeénes nucléaires

ADN double-brin, ADN génomique, ADN
simple-brin

Lupus érythémateux systémique (LES)

Nucléosome, chromatine

LES

Core histone, histones (H1, H2A, H2B, H3, H4)

LES

Scl-70, ADN topoisomérase [

Sclérodermie systémique

Centromeres : CENP-A, CENP-B

Sclérodermie systémique

PCNA, Ku (P70/P80)

LES

Mi-2 (composant du nucléosome), TIF1/TRIM33,
MDAS/IFIH1

Dermatomyosite

SP100

cholangite biliaire primitive (CBP)

ARN simple-brin

LES

Antigénes du syndrome de Gougerot-Sjogren de
type A (Ro/SSA, 52 kDa et Ro/SSA, 60 kDa) et
de type B (La/SSB)

Syndrome de Gougerot-Sjogren (SGS)

Antigéne Smith : Sm, Sm/RNP, SmD, SmDI1, LES
SmD2, SmD3
U1-snRNP 68/70, Ul-snRNP A, B/B’ et C Connectivites

Exosome nucléaire : PM/Scl-75 et PM/Scl 100

Sclérodermie systémique

Nucléoline (C23)

Phosphoprotéines ribosomales : PO, P1, P2

Histidyl-tRNA synthétase (Jo-1), thréonyl-tRNA
synthétase (PL-7), alanyl-tRNA synthtase (PL-
12)

Dermatomyosite

SRP54
POLB
Protéines membranaires et ANCA : MPO, PR3 et BPI
cytoplasmiques . .
LKMI1, LC1 Hépatite auto-immune (HAI) de type 2
Cytochrome C LES

M2, antigéne mitochondrial

CBP

TTG

Maladie coeliaque

Beta2-microglobuline

LES, Polyarthrite Rhumatoide (PR)

Protéoglycanes : aggrécane, alpha-fodrine,
chondroitine sulface C, décorine-bovin, héparane
sulfate, HSPG, protéoglycane

Récepteur muscarinique

Myasthénie

Myosine

Vimentine

Laure DELAGE

Thése de doctorat

159




Antigénes associés a la
membrane nucléaire

gp210, Nup 62

Protéines de la matrice
cellulaire

Collagenes (I, IL, 11, IV, V, VI)

Sclérodermie systémique

Fibrinogéne (IV, S)

Fibronectine, vitronectine

Phospholipides

Beta2-GP1, cardiolipine, GP2

Syndrome des anti-phospholipides
(SAPL)

Protéines spécifiques du
glomérule

MBG

Maladie de Goodpasture

Alpha-actinine, laminine, amyloide, ¢élastine,
matrigel

AGTR

Protéines spécifiques de la
thyroide

Thyroglobuline, thyroperoxydase

Thyroidite d’Hashimoto

Protéines spécifiques du
tube digestif

Gliadine, peptides de gliadine déaminée

Maladie coeliaque

Protéines spécifiques du
systéme nerveux central

AQP4, protéine basique de la myéline,
sphingomy¢éline

Protéines microbiennes

Lipopolysaccharides, EBNA1

Protéines d’agents externes

Entactine EDTA, matrigel

Protéines circulantes

Complément : Clq, C3, C3a, C4, C5, C6, C7, C8,
C9

LES

Facteurs de la coagulation : prothrombine,
héparine

Facteurs intrinséques : B, D, H, I, P

Facteur intrinséque

Maladie de Biermer

Protéines de I’inflammation : CRP, TNF-alpha

Albumine glyquée humaine

Hémocyanine, peroxiredoxine 1

Insuline

Diabéte

DAMP : S100
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Annexe 12 : Liste des génes PID (Primary Immune Deficiency)

utilisés pour I’'analyse des exomes

Tableau 30: Liste des génes utilisés lors de I'analyse des exomes a la

recherche de déficits immunitaires

ACD CIITA IL21R NOS2 STAT3
ACP5 CLPB IL23R NRAS STAT4
ACTB COLECI11 IL2RA NSMAF STATSB
ACTN1 COPA IL2RB NSMCE3 STIM1
ADA CORO1A IL2RG OAS1 STING1
ADA2 CR2 IL36RN ORAIl STK4
ADAM17 CSF2RA IL6R OTULIN STNI1
ADAR CSF2RB IL6ST PARN STX11
ADORA2A CSF3R L7 PAX1 STXBP2
AICDA CTCl1 IL7R PAXS STXBP3
AIRE CTLA4 INO80 PCNA TALDO1
AK2 CTNNBLI1 IRAK1 PDCD1 TAP1
ALPI CTPS1 IRAK4 PDCDILG2 TAP2
AP3Bl1 CTSC IRF1 PGM3 TAPBP
AP3D1 CXCR2 IRF2BP2 PIK3CA TAZ
APOL1 CXCR4 IRF3 PIK3CD TBK1
ARHGEF1 CYBA IRF4 PIK3CG TBX1
ARPCI1B CYBB IRF7 PIK3R1 TBX21
ATM CYBC1 IRF8 PLCG2 TCF3
B2M DACT1 IRF9 PMS2 TCN2
BACH2 DBR1 ISG15 PNP TDO2
BCL10 DCLREI1B ITCH POLA1 TERC
BCL11B DCLREIC ITGAX POLD1 TERT
BLM DEF6 ITGB2 POLD2 TET2
BLNK DGATI1 ITK POLE TFRC
BLOCI1S6 DIAPH1 ITPKB POLE TGFBI
BTK DKC1 JAGNI1 POLE2 TGFBR1
BTLA DNAIJC21 JAK1 POMP TGFBR2
CIQA DNASEIL3 JAK2 PRF1 THBD
C1QB DNMT3B JAK3 PRKCD TICAM1
C1QC DOCKI11 KDM6A PRKDC TIFA
CIR DOCK2 KMT2A PSMB10 TIGIT
C1S DOCKS KMT2D PSMB2 TINF2
C2 DSG1 KPNA2 PSMBS TLR3

C3 ELANE KRAS PSMG2 TMC6
C4A EOMES LAG3 PSTPIP1 TMC8
C4B EPG5 LAMTOR?2 PTCRA TMIGD2
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Cs ERBIN LAT PTEN TNFAIP3
C6 ERCC6L2 LCK PTPNI11 TNFAIP3
C7 EXTL3 LGALS9 PTPRC TNFRSF13B
C8A FAAP24 LIG1 PVR TNFRSF13C
C8B FADD LIG4 PVRIG TNFRSF14
C8G FADD LIPA RAB27A TNFRSF18
C9 FAS LPIN2 RAB27A TNFRSF1A
CACNAITF FASLG LRBA RACI1 TNFRSF4
CARDI11 FCGR3A LYST RAC2 TNFRSF9
CARDI11 FCHO1 MAGTI RAG1 TNFSF12
CARD14 FCN3 MALTI RAG2 TNFSF13
CARDS8 FERMT1 MAN2B2 RASGRP1 TNFSF14
CARDY9 FERMT3 MAP3K14 RBCK1 TNFSF18
CARDY9 FNIP1 MAPKS8 RC3H1 TNFSF4
CARMIL2 FOXN1 MAPKS8 REL TNFSF9
CARMIL2 FOXP3 MASP1 RELA TOM1
CASP10 FPR1 MASP2 RELB TOP2B
CASP8 G6PC3 MBL2 RFX5 TPP2

CBL G6PD MCM4 RFXANK TPP2
CCBE1 GATA2 MEFV RFXAP TRAC
CD160 GFI1 MOGS RHOH TRAF3
CD19 GIMAPS MPO RIPK1 TRAF3IP2
CD200 GIMAP6 MR1 RIPK1 TREX1
CD200R1 GINS1 MREI11 RMRP TRIM22
CD226 HAVCR2 MRTFA RNASEH2A TRNTI1
CD244 HAVCR2 MRTFA RNASEH2B TTC37
CD247 HAX1 MS4A1 RNASEH2C TTC7A
CD27 HELLS MSH6 RNASEL TYK2
CD274 HHLA2 MSN RNF168 UNCI119
CD276 HRAS MTHFDI1 RNF31 UNCI13D
CD28 HYOU1 MVK RNU4ATAC UNC93B1
CD3D ICOS MYDS88 RORC UNG
CD3E ICOSLG MYO5A RPSA USBI
CD3G IDO1 MYSM1 RTEL1 USP18
CD4 IFIH1 NBAS SAMD9 VPS13B
CD40 IFNAR1 NBEA SAMDIL VPS45
CD40LG IFNAR2 NBEALI1 SAMHD1 VSIR
CD46 IFNG NBEAL2 SBDS VTCNI1
CD48 IFNGR1 NBN SEC61A1 WAS
CD55 IFNGR2 NCF1 SEMA3E WASF2
CD59 IGHM NCF2 SERPING1 WDFY3
CD70 IGKC NCF2 SH2D1A WDFY4
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CD79A IGLL1 NCF4 SH3BP2 WDRI1
CD79B IKBKB NCKAPIL SH3KBP1 WDRS81
CD80 IKBKG NCKAPIL SH3KBP1 WIPF1
CD81 IKZF1 NECTIN2 SHARPIN XIAP
CD86 IKZF2 NFATS SKIV2L XRCC4
CDSA IKZF3 NFATC1 SLC11Al1 ZAP70
CD9%6 IKZF4 NFATC2 SLC29A3 ZBTB24
CDC42 IL10 NFE2L2 SLC35C1 ZNF341
CDCA7 IL10RA NFKB1 SLC39A7

CDH17 IL10RB NFKB2 SLC46A1

CEACAMI1 IL12B NFKBIA SLC7A7

CEBPE IL12RB1 NFKBID SMARCALI1

CFB IL12RB2 NHEJ1 SNORA31

CFD IL17A NHP2 SOCS1

CFH IL17F NLRC4 SP110

CFHR1 IL17RA NLRP1 SPI1

CFI IL17RC NLRP12 SPINKS

CFP IL18 NLRP2 SPPL2A

CHD7 IL18BP NLRP3 SRP54

CHUK ILIRN NOD2 STATI

CIB1 1L21 NOP10 STAT2
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Annexe 13 : Liste des génes associés a des fonctions plaquettaires

ou a des thrombopénies constitutionnelles pour I'analyse d’exome

Tableau 31: Liste des 122 génes associés a des fonctions plaquettaires

ABCGS CD226 GNAS LAT PLCB2 SLFN14
ABCG8 CD36 GP1BA LCP2 PLCG2 SNAPIN
ACTNI1 CDC42 GP1BB LYST PPPICB SRC
ACVRLI1 CLECI1B GP6 MASTL PRKACG STIM1
ADAMTSI13 CYCS GP9 MECOM PRKCD STX11
ADCY7 DIAPHI1 GUCY1A1 MLPH PRKG1 STXBP2
ADRA2A DKCl1 GUCY1B1 MPIG6B PTEN TBXA2R
AKTI1 DTNBP1 HOXAT11 MPL PTGS1 TBXAS1
AKT2 EPHB2 HPS1 MRTFA PTPNI11 THPO
ANKRD26 ETV6 HPS3 MYH9 PTPRC TPM4
ANO6 F2R HPS4 MYOS5A RAB27A TRPM7
AP3B1 F2RL3 HPS5 NBEAL2 RABGGTA TTC37
AP3DI1 FERMT3 HPS6 ORAI1 RAIl TUBB1
ARPCIB FLI1 HYOUI1 P2RX1 RASGRP2 VPS11
BLOCI1S1 FLNA INPP5D P2RY1 RASGRP2 VPS33B
BLOCI1S3 FYBI1 ITGA2 P2RY12 RBMSBA VWF
BLOC1S4 GATAI1 ITGA2B PEARI1 RUNX1 WAS
BLOCISS5 GFI1 ITGB1 PIK3CD SELP WDR66
BLOCI1S6 GFI1B ITGB3 PIK3R1 SERPINE1
BTK GNAI13 ITPR1 PLA2G4A SH2B3
CALR GNAQ JAK2 PLAU SLC35A1
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Annexe 14 : Génération d'une lignée de cellules souches

pluripotentes induites

Avec I’aide de la plateforme iPS de D'institut Imagine, une lignée de cellules souches
pluripotentes induites a été généré a partir des PBMC du patient 1 décrit au paragraphe 5.1,
porteur d’une mutation hétérozygote de LRBA (p.P37S) et hétérozygote de NBEAL2
(p-R688C).

Cette annexe décrit les étapes de génération de cette lignée et les contrdles de qualité effectuées.
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l.3§c platform

Yy  IMAGINE031 IPS CELL LINE

INSTITUT DES MALADIES GENETIQUES

General information

| Description

IMAGINEO31 human induced pluripotent stem cells (iPSC) line derived from human
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). IMAGINEO031 IPS cells are cryopreserved in an
ultra-low temperature freezer (-150°C).

IMAGINEO31
Product description human peripheral blood mononuclear cells r'eprogramme'd
with four factors (Oct4, Sox2, KIf4, cMyc) using Sendai virus

Diagnosis

Mutation

Gender male

Age
Medium mTeSR1
Feeder or matrix substrate Vitronectin
Passages method Mechanical cutting
II. History

Reprogramming kit: CytoTune™ IPS 2.0 Sendai Reprogramming kit, lot L2160042
Virus titer : KOS : 1.4x108 cMyc: 1.2x108 KIf4 : 1.1x108
MOI : 5-5-3

Reprogramming medium : StemPro®-34 medium supplemented with IL3, IL6, SCF, FIt3-L
then StemPro®-34 medium without cytokines (see annex 1).

Reprogramming support : Vitronectin, Laminin-521

Number of transduced cells : 2.5x10° cells

Reprogramming efficiency : 0.14% on Laminin-521 ; 0.09% on Vitronectin
Oxygen tension : Normoxia

Number of frozen vials with passage number > 8 : #15 =16 ; #26 =12 ; #30 =17 ; #34 =13
(see annex 2)

Number of frozen vials for the back up : 30 vials (see annex 3)



Quality testing and results

I. Tests

The following tests have been made:

Test description Test method Test specification Results

Mycoplasma Luciferase test Negative Pass
Alkaline Alkaline phosphatse .
Phosphatase Activity staining Positive Pass
Karyotype SNP array Arr(1-22)X, XYx1 Pass
Identity match SNP array Match pleilrrlzntal cell Pass
Transcription factor Immunostaining Expression of stem Pass
cell markers
EB formation Expression of all Pass
pluripotency three primary germ

Scorecard assay layers Pass

Post-thaw viable cell
recovery

Colony doubling

Colony formation
within 5 days

I1I. Alkaline Phosphatase Activity

One dish of IPS cell are fixed with ethanol and then stained with 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl
Phosphate / Nitro Blue Tetrazolium (BCIP/NBT) Sigma alkaline phosphatase alkaline staining

kit.

Figure 1: Alkaline phosphatase staining of IMAGINEO31.
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Figure 2: IMAGINEO31c15 P9 analysis showing a normal male karyotype (46, XY).
The same result has been observed for IMAGINEO031¢26 P9.
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Figure 2bis: Duplication at 4p16.1 ranging from 3.700.000 to 13.800.000 (genome
build 37) including ~ 160 genes

IV. Identity match

In the absence of DNA extracted from starting PBMC, IPS clone genotypes are compared to
each other. All ips clone genotypes match to each other which confirms their common origin.
They don’t match with any other IPS cell lines produced in the iPS platform.

Name Chr Address PBMCO31 031c15 031c26 031c34
rs1083877 1| 38801842|ND AB AB AB
rs10193825 2 91650478|ND AB AB AB
rs1006514 7 8750147|ND AB AB AB
rs10102855 8] 63807151|ND AB AB AB
rs10839595 11 6785828|ND BB BB BB
rs10840745 12| 56668899|ND AB AB AB
rs11087000 201 76729179|ND BB BB BB
rs11089816 22 5672150|ND AB AB AB
Sexe XY XY XY XY




V. Surface antigen and transcription factor expression

IPS cells are stained for the transcription factors Oct4, Sox2. These markers are expressed in
undifferentiated human pluripotent stem cells.

Figure 3: OCT4/SOX2 expression in IMAGINEO31c15. The same result has been
observed in IMAGINEO031c26.

VI. Pluripotency

1) EB formation

Cells are directed to differentiate into embryoid bodies (for 7 days) and then plated onto gelatin
coated dishes to assess the pluripotency of the cell line.

Figure 4: Three primary germ layers expression in IMAGINE031c26. The same result has
been observed in IMAGINEO31c15.



2) Scorecard assay

Cells are directed to differentiate into embryoid bodies (for 9 days) to assess the pluripotency
of the cell line. RNA is harvested and gene expression is analyzed by ScoreCard assay.
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Figure 5: Three primary germ layers expression and pluripotent markers downregulation in
IMAGINEO031c15. The same result has been observed with IMAGINE031¢26

VII. Post-thaw viable cell recovery
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Annexe 15 : Comparaison de nos résultats d’'interactome NBEAL2 a ceux de Mayer et al, 2018, Blood.

Gene name Uniprot AC
HSPB1 C9J3N8
SEC16A J3KNL6
STAU1 Q5JW30
VAC14 QO08AM6
NBEAL2 H7C3Y7
TUBB4A P04350
RPS8 Q5JR95
GIGYF2 C9JW88
BAG2 095816
YTHDF2 Q9Y5A9
FAM120A H7CO0TO
LARP1 ESRH50
EIF4G1 G5E9S1
OGT 015294
POLR2B C9JaM6
ATXN2L Q8WWM7-6
UPF1 Q92900-2
DDX17 G5E9LS
RPL24 C9JXB8
NONO Q15233
ZC3HAV1 Q7Z2W4-2
TUBG1 K7EKES
DNAJA1 P31689
SLTM HOYKH2
CRLF3 Q8lIUI8-2
SORD HOYLA4
BAG6 BOUX83
HUWE1 HOY5WO
Cl4orf166 HOYJB9
SHMT1 B4DPM9
PABPC4 Q13310-2
Laure DELAGE

Data of Mayer et al

Description

Heat shock protein beta-1

Protein transport protein Sec16A

Double-stranded RNA-binding protein Staufen homolog 1
Protein VAC14 homolog

Neurobeachin-like protein 2 (Fragment)

Tubulin beta-4A chain

40S ribosomal protein S8

ERQ amino acid-rich with GYF domain-containing protein 2 (Fragmen
BAG family molecular chaperone regulator 2

YTH domain family protein 2

Constitutive coactivator of PPAR-gamma-like protein 1 (Fragment)
La-related protein 1 (Fragment)

Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1
cetylglucosamine--peptide N-acetylglucosaminyltransferase 110 kDa
DNA-directed RNA polymerase

Isoform 6 of Ataxin-2-like protein

Isoform 2 of Regulator of nonsense transcripts 1

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 17, isoform CRA_a
60S ribosomal protein L24

Non-POU domain-containing octamer-binding protein
Isoform 2 of Zinc finger CCCH-type antiviral protein 1
Tubulin gamma-1 chain

Dnal homolog subfamily A member 1

SAFB-like transcription modulator (Fragment)

Isoform 2 of Cytokine receptor-like factor 3

Sorbitol dehydrogenase

HLA-B associated transcript 3

E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1 (Fragment)

UPF0568 protein C140rf166 (Fragment)

Serine hydroxymethyltransferase

Isoform 2 of Polyadenylate-binding protein 4

Validation (Reverse IP)
by Mayer et al
not tested
Interaction confirmed
not tested
Interaction confirmed
NA (Bait)

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested

not tested
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Our data

Ratio Ratio
Protein Class ctrls / GPS2 ctrls / GPS1
enzymes/enzyme modulators #DIV/0! 1,33
protein binding #DIV/0! #DIV/0!
enzymes/enzyme modulators #DIV/0! 2,49
receptor activity/receptor activity #DIV/0! 1,58
phospholipid binding 665,43 19,97
cytoskeletal proteins 66,36 0,78
nucleic acid binding 9,28 1,50
nucleic acid binding 7,62 1,28
chaperones/heat shock prtoteins 7,15  #DIV/0!
nucleic acid binding 5,41 0,80
nucleic acid binding 5,26 12,97
protein translation 5,18 2,69
protein translation 4,82 2,55
enzymes/enzyme modulators 4,80 1,08
enzymes/enzyme modulators 4,70 3,35
nucleic acid binding 4,43 4,99
nucleic acid binding 4,37 3,35
transcription factors/cofactors 3,70 0,44
nucleic acid binding 3,67 1,52
transcription factors/cofactors 3,58 1,06
enzymes/enzyme modulators 3,47 1,49
cytoskeletal proteins 3,45 1,65
chaperones/heat shock prtoteins 3,33 1,62
nucleic acid binding 3,27 1,46
protein dimerization 3,22 0,90
enzymes/enzyme modulators 3,06 1,25
chaperones/heat shock prtoteins 2,95 4,22
enzymes/enzyme modulators 2,87 1,07
protein dimerization 2,80 1,35
enzymes/enzyme modulators 2,80 1,23
nucleic acid binding 2,68 0,92
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LARP4B HOY4V9
DNAJA2 060884
UBAP2L HOY5H6
APOL2 Q9BQES
AlP 000170
AGO2 Q9UKV8
ccT8 G5E9B2
RFC5 P40937
CAPRIN1 E9PLA9
DNAJC7 K7ELS
PSMC2 B7Z5E2
HNRNPAO Q13151
RANGAP1 BOQYT6
RUVBL2 Q9Y230
NTPCR Q9BSD7
HSPA1B F8vzJ4
PABPC1 P11940
SERBP1 Q8NC51-4
RPS13 E9PS50
RUVBL1 E7ETRO
HNRNPAB D6R9P3
FARSA B4E363
NUDT21 H3BV41
TUBB F8VW92
RTCB QY310
RPL10A P62906
POLR2E P19388
MTHFD1 G3V3L6
TARDBP B4DJ45
TUBB2A Q13885
TUBB4B P68371
GPN1 B5MBZ5
HNRNPD D6RF44
CCAR2 G3V119
UBC F5H265
ILF3 GS5E9MS
HNRNPA3 P51991
Laure DELAGE

La-related protein 4B (Fragment)

DnaJ homolog subfamily A member 2

Ubiquitin-associated protein 2-like (Fragment)
Apolipoprotein L2

AH receptor-interacting protein

Protein argonaute-2

Chaperonin containing TCP1, subunit 8 (Theta), isoform CRA_a
Replication factor C subunit 5

Caprin-1 (Fragment)

DnaJ homolog subfamily C member 7

26S protease regulatory subunit 7

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO

Ran GTPase activating protein 1 (Fragment)

RuvB-like 2

Cancer-related nucleoside-triphosphatase

Heat shock 70 kDa protein 1A/1B

Polyadenylate-binding protein 1

Isoform 4 of Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein
40S ribosomal protein S13 (Fragment)

RuvB-like 1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B
Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit

Cleavage and polyadenylation-specificity factor subunit 5 (Fragment)
Tubulin beta chain

tRNA-splicing ligase RtcB homolog

60S ribosomal protein L10a

DNA-directed RNA polymerases |, I, and Ill subunit RPABC1
C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic

TAR DNA-binding protein 43

Tubulin beta-2A chain

Tubulin beta-4B chain

GPN-loop GTPase 1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO (Fragment)
DBIRD complex subunit KIAA1967

Polyubiquitin-C (Fragment)

Interleukin enhancer binding factor 3, 90kDa, isoform CRA_b
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3

not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
Interaction not replicated
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
Interaction not replicated
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
Interaction not replicated
not tested
not tested
not tested
Interaction not replicated
not tested
not tested

Thése de doctorat

nucleic acid binding
chaperones/heat shock prtoteins
nucleic acid binding

receptor activity/receptor activity
chaperones/heat shock prtoteins
protein translation
chaperones/heat shock prtoteins
enzymes/enzyme modulators
nucleic acid binding
chaperones/heat shock prtoteins
enzymes/enzyme modulators
enzymes/enzyme modulators
enzymes/enzyme modulators
chaperones/heat shock prtoteins
enzymes/enzyme modulators
chaperones/heat shock prtoteins
protein translation

nucleic acid binding

nucleic acid binding
enzymes/enzyme modulators
transcription factors/cofactors
enzymes/enzyme modulators
enzymes/enzyme modulators
cytoskeletal proteins

nucleic acid binding

nucleic acid binding
enzymes/enzyme modulators
enzymes/enzyme modulators
transcription factors/cofactors
cytoskeletal proteins
cytoskeletal proteins
enzymes/enzyme modulators
transcription factors/cofactors
enzymes/enzyme modulators
enzymes/enzyme modulators
nucleic acid binding

nucleic acid binding

2,67
2,52
2,49
2,44
2,41
2,38
2,37
2,22
2,20
2,11
2,06
2,05
1,98
1,94
1,91
1,91
1,87
1,79
1,76
1,76
1,75
1,74
1,69
1,68
1,67
1,66
1,66
1,63
1,63
1,53
1,53
1,50
1,35
1,28
1,26
1,23
1,23

1,62
0,96
3,13
1,17
2,18
1,83
1,11
1,51
1,26
1,00
0,89
1,36
1,14
1,27
1,36
1,10
1,03
1,07
0,77
1,55
0,98
1,01
1,68
1,06
1,00
0,80
1,00
0,99
1,25
0,49
1,02
1,30
1,00
1,12
1,07
0,70
1,11
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POLR1C
ALYREF
PABPN1
RALY
HNRNPR
LARP4
CPSF4
RBBP7
RBMX
CPSF1
TUBB6
AKAPS8
AKAPSL
ALDH7A1
AMOT
ATXN2
BAG4
CAMKC2aAlci
CDC42EP1
CHERP
CPEB4
CPSF7
DNAJB6
DOCK7
EIF4G3
ELAVL2
FIP1L1
FMR1
FXR2
GTF3C5
HAX1
HELZ
IGF2BP2
IGF2BP3
LSM12
MOV10
NCOA1

015160-2
Q86V81
Q86U42-2
Q5QPRMNOA
Q2L7G6
G5E976
095639
E9PC52
HOY6E7
Q10570
Q9BUF5
043823
Q9ULX6-2
P49419-2
Q4V(CS5-2
HOYH87
095429-2
D6RHX9
Q00587-2
Q8IWX8
HOYBG1
13QT154
C9JB42
HOY7L2
B1ANS89
B1AMA48
G3XAD6
A8MQB8
131122
Q5T7U1
E9PIQ7
130541
F8W930
F8WD15
K7ELG9
Q5JR04
B5MCN7

Laure DELAGE

Isoform 2 of DNA-directed RNA polymerases | and Il subunit RPAC1
THO complex subunit 4

Isoform 2 of Polyadenylate-binding protein 2

ein, autoantigenic (HnNRNP-associated with lethal yellow homolog (M
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R

La ribonucleoprotein domain family, member 4, isoform CRA_h
Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 4
Histone-binding protein RBBP7

binding motif protein, X chromosome, N-terminally processed (Frag
Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 1

Tubulin beta-6 chain

A-kinase anchor protein 8

Isoform 2 of A-kinase anchor protein 8-like

Isoform 2 of Alpha-aminoadipic semialdehyde dehydrogenase
Isoform 2 of Angiomotin

Ataxin-2 (Fragment)

Isoform 2 of BAG family molecular chaperone regulator 4

m/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunit alpha (Fragmen

Isoform 2 of Cdc42 effector protein 1

Calcium homeostasis endoplasmic reticulum protein

Cytoplasmic polyadenylation element-binding protein 4 (Fragment)
Cleavage and polyadenylation-specificity factor subunit 7 (Fragment)
Dnal homolog subfamily B member 6 (Fragment)

Dedicator of cytokinesis protein 7 (Fragment)

Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 3

not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
Interaction not replicated
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
Interaction confirmed
not tested

(Embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-like 2 (Hu antigen B) (Fi not tested

FIP1 like 1 (S. cerevisiae), isoform CRA_d

Fragile X mental retardation protein 1

Fragile X mental retardation syndrome-related protein 2 (Fragment)
General transcription factor 3C polypeptide 5
HCLS1-associated protein X-1

Probable helicase with zinc finger domain

Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 2
Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 3
Protein LSM12 homolog

Mov10, Moloney leukemia virus 10, homolog (Mouse)
Nuclear receptor coactivator 1

not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested
not tested

Thése de doctorat

enzymes/enzyme modulators
nucleic acid binding

nucleic acid binding

nucleic acid binding

nucleic acid binding

nucleic acid binding

nucleic acid binding

nucleic acid binding

nucleic acid binding
enzymes/enzyme modulators
cytoskeletal proteins
enzymes/enzyme modulators
enzymes/enzyme modulators
enzymes/enzyme modulators

receptor activity/receptor activity
receptor activity/receptor activity
chaperones/heat shock prtoteins

enzymes/enzyme modulators
enzymes/enzyme modulators
ion channel binding

protein translation

nucleic acid binding

chaperones/heat shock prtoteins

enzymes/enzyme modulators
protein translation

nucleic acid binding

nucleic acid binding

protein dimerization

protein dimerization

nucleic acid binding
interleukin-1 binding
enzymes/enzyme modulators
protein translation

protein translation
unclassified

nucleic acid binding
enzymes/enzyme modulators

NA

1,17
1,12
1,03
1,02
1,02
0,95
0,91
0,86
0,77
0,50
0,03

1,04
0,77
0,98
1,97
0,73
0,56
0,54
0,94
1,19

#DIV/0!

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

0,25
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NCOR1 075376-2 Isoform 2 of Nuclear receptor corepressor 1 not tested transcription factors/cofactors NA NA
NUFIP2 Q72417 Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 2 Interaction not replicated nucleic acid binding NA NA
PIKFYVE E9PDH4 1-phosphatidylinositol 3-phosphate 5-kinase (Fragment) not tested enzymes/enzyme modulators NA NA
PRRC2A C9J1F6 Protein PRRC2A not tested nucleic acid binding NA NA
PUM1 E9PR38 Pumilio homolog 1 not tested nucleic acid binding NA NA
QKI F5GYT7 Protein quaking not tested nucleic acid binding NA NA
RANBP2 F8WBP7 Putative peptidyl-prolyl cis-trans isomerase not tested enzymes/enzyme modulators NA NA
RBM14 Q96PK6 RNA-binding protein 14 not tested transcription factors/cofactors NA NA
RBM7 G3V1T9 RNA binding motif protein 7, isoform CRA_a not tested nucleic acid binding NA NA
RBMS1 E7EPF2 RNA-binding motif, single-stranded-interacting protein 1 (Fragment)  not tested nucleic acid binding NA NA
SRBD1 B726X7 S1 RNA-binding domain-containing protein 1 not tested nucleic acid binding NA NA
STAU2 G5EA18 Double-stranded RNA-binding protein Staufen homolog 2 not tested nucleic acid binding NA NA
SUGP2 E7ETX7 SURP and G-patch domain-containing protein 2 not tested nucleic acid binding NA NA
THRAP3 Q9Y2W1 Thyroid hormone receptor-associated protein 3 not tested transcription factors/cofactors NA NA
TNRC6A H3BTQ1l Trinucleotide repeat-containing gene 6A protein (Fragment) not tested nucleic acid binding NA NA
TRO B1AKE8 Trophinin (Fragment) not tested protein binding NA NA
TUBA1A G3V1U9 Tubulin alpha-1A chain Interaction not replicated cytoskeletal proteins NA NA
TUBA3C Q13748 Tubulin alpha-3C/D chain not tested cytoskeletal proteins NA NA
UBRS E7EMW?7 E3 ubiquitin-protein ligase UBR5 not tested enzymes/enzyme modulators NA NA
YBX3 P16989 DNA-binding protein A not tested enzymes/enzyme modulators NA NA
YLPM1 HOYIQ2 YLP motif-containing protein 1 (Fragment) not tested nucleic acid binding NA NA
ZFR Q96KR1 Zinc finger RNA-binding protein not tested nucleic acid binding NA NA
ZNF318 Q5VUA4 Zinc finger protein 318 not tested nucleic acid binding NA NA
ZNF326 Q5BKZ1 DBIRD complex subunit ZNF326 not tested enzymes/enzyme modulators NA NA
CDC73 Q6P1J9 Parafibromin not tested enzymes/enzyme modulators NA NA
HNRNPA3 E7EWI9 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 not tested nucleic acid binding NA NA
F8W810 F8W810 unknwon function not tested enzymes/enzyme modulators NA NA

Tableau 32: Comparaison des protéines trouvés dans l'interactome de Mayer et al, avec les protéines trouvées dans notre interactome NBEAL2

En bleu sont indiquées les protéines trouvées dans les deux interactomes (le nétre et celui de Mayer et al). Les interactions reproduites (ou) en immunoprécipitation par Mayer et al sont
indiquées. Les ratios intensitées des controles/patient de notre interactome sont indiquées dans les deux dernieres colonnes. Les valeurs de ces ratios permettent de mettre en évidence
les protéines retrouvées par Mayer et al comme interagissant de facon spécifique.
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	Thèse de doctorat - Laure DELAGE - word final - pour conversion PDF - avec corrections IP Sanofi
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