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I. Les Lymphocytes B






Au cours de leur maturation dans la moelle osseuse, les lymphocytes B ont la capacité de
générer, grace a des mécanismes de réarrangements de leurs chaines d’immunoglobulines,
une trés grande variété de BCRs (B cell receptor) différents. Du fait de cette diversité de
récepteurs générée de facon aléatoire, certains lymphocytes B vont étre capables de
reconnaitre des antigénes du soi et auront ainsi le potentiel de déclencher une réaction
immunitaire contre des composants du soi qui peut, si elle n’est pas controlée, aboutir au
développement de maladies autoimmunes (MAI). Il a ét¢ montré chez les individus sains que
plus de la moiti¢ des lymphocytes B produits dans la moelle osseuse possédent une réactivité
contre le soi (Wardemann 2003). Pour éviter 1’accumulation de ces lymphocytes B
autoréactifs dans les organes lymphoides secondaires, le systéme immunitaire a mis en place
des mécanismes de tolérances pour tenter de contrdler ou d’éliminer les lymphocytes B
autoréactifs, tout en préservant un large répertoire de lymphocytes B lui permettant de
reconnaitre des antigénes étrangers, et de combattre un grand nombre d’infections.

Dans cette partie nous verrons brievement les différentes étapes de maturation des
lymphocytes B, en se focalisant plus particuliecrement sur les différents mécanismes de

tolérance mis en jeu au cours de 1’ontogénie des lymphocytes B.

A) La maturation des Lymphocytes B

1) De la cellule souche hématopoiétique au progéniteur lympoide

commun

Chez les mammiferes, les lymphocytes B sont issus de la moelle osseuse et dérivent,
comme toutes les cellules sanguines, d’une cellule souche hématopoiétique (HSC
Hematopoietic Stem Cell). L’HSC va, dans un premier temps, se différencier en MPPs
(MultiPotent Progenitor cells) puis en LMPPs (Lymphoid-primed MultiPotent Progenitor). A
ce dernier stade, les cellules perdent leurs capacités d’auto-renouvellement. Les LMPPs sont
¢galement caractérisés par I’expression de FLT3 a leur surface (FMS-related tyrosine kinase
3, encore appelé FLK2) (Adolfsson et al. 2001). L’augmentation progressive du niveau
d’expression de FLT3 va marquer la ségrégation graduelle des cellules dans le compartiment
lymphoide. L’interaction entre FLT3 et son ligand (FLT3 ligand), exprimé par les cellules

stromales de la moelle osseuse, va induire I’expression du récepteur pour I’IL-7 (IL-7R ou



CD127) a la surface des LMPPs, ce qui va permettre leur différenciation en un progéniteur
lymphoide appelé¢ CLP (Common Lymphocyte Progenitor). A ce stade de différenciation, la
cellule possede encore la capacité de se différencier en lymphocytes B, lymphocytes T,
cellules NK et cellules dendritiques, mais a perdu celle de se différencier en cellules de la
lignée myéloide (granulocytes, mégacaryocytes ou érythrocytes) (Figure 1, et Figure 2 Page

5).
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Figure 1: Les phases précoces de la maturation des cellules composant le systéme
immunitaire.

Les différents types cellulaires sont représentés en fonction de 1’expression de VCAMI,
FLT3 et de certaines molécules importantes dans le développement lymphoide. LT-
HSCs (Long-term repopulating haematopoietic stem cells); ST-HSCs (Short-term
repopulating haematopoietic stem cells); MPPs (Multipotent progenitors); LMPPs
(Lymphoid-primed multipotent progenitors) ; ELPs (Early lymphoid progenitors); ETPs
(Early T cell-lineage progenitors) ; pDCs (plasmacytoid dendritic cells) ; IKDCs (Interferon-
producing killer dendritic cells).

D’aprés (Welner et al. 2008).

Les facteurs nécessaires aux CLPs pour s’orienter vers une différenciation en
lymphocytes B restent aujourd’hui encore mal connus. Cependant, il apparait que le

développement des précurseurs des lymphocytes B requiert: 1/ la présence de facteurs



solubles secrétés par les cellules stromales tels que CXCL12 (CXC-chemokine ligand 12),
FLT3L, SCF (stem-cell factor) (Figure 2) ; 2/ ’expression de protéines membranaires par les
cellules stromales comme RANKL (receptor activator of nuclear factor-xB ligand) 3/ une
expression séquentielle de facteurs de transcription comme Ikaros, PU.1, E2A, EBF (early B-

cell factor) et PAXS.
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Figure 2: La maturation de la lignée des lymphocytes B: de la cellule souche
hématopoiétique au plasmocyte.

Les marqueurs spécifiques des cellules a chaque stade de différentiation, ainsi que les
facteurs  solubles présents dans D’environnement cellulaire, sont indiqués.
HSCs (Haematopoietic stem cells) ; MPPs (Multipotent progenitors) ; LMPPs (Lymphoid-
primed multipotent progenitors) ; CLPs (Common lymphoid progenitors) ; ETPs (Early T
cell-lineage progenitors) ; CKCL12 (CXC-chemokine ligand 12); FLT3L (fms-related
tyrosine kinase 3 ligand) ; IL-7 (Interleukine 7) ; SCF (Stem-cell factor) ; RANKL (Receptor
of activated nuclear factor-kB ligand).

D’apres (Nagasawa 20006).

2) La maturation de la lignée des lymphocytes B
En 1991, Hardy R.R. et al vont établir une nouvelle subdivision des précurseurs des

lymphocytes B, qui étaient jusqu’alors considérés comme des cellules exprimant le marqueur

B220 et n’exprimant pas d’immunoglobuline a leur surface, en quatre sous-catégories



appelées fractions A, B, C et D (Hardy et al. 1991) (Figure 3). Ces subdivisions ont été faites
sur la base de I’expression de marqueurs de surface tels que CD43, BP-1 (Ly-51), HSA (heat-
stable antigen ou CD24). Cette classification des lymphocytes B a ensuite été validée et
affinée par de nombreux groupes durant les années 90, montrant la cohérence de
I’enchainement des différentes fractions décrites, en terme d’expression de marqueurs de
surface, d’activité fonctionnelle des cellules mais aussi en terme de réarrangement des
chaines d’immunoglobulines. Les cellules des fractions B, C et D découlant des cellules de la
fraction A, ces cellules de la fraction A ont donc été définies comme les précurseurs

apparaissant le plus tot dans la maturation des lymphocytes B et appelées cellules pré-pro-B.

A Bone marrow B220*CD43+ B220+*CD43-
100 100
=
o 10 - 10
S & & 1D |
Q1 1 E
A 1 10 100 A 1 1 100 A 1 10 '100
CD43(S7) CD24/HSA IgM

Figure 3 : Identification des fractions A a F par cytométrie de flux.

Une premicre analyse permet de dissocier deux fractions prédominantes dans la population
B220", les fractions CD43" et CD43™ (contour-plot de gauche). Les marqueurs BP-1 et
CD24/HSA sont utilisés pour définir les fractions A, B, C et C’ dans la population
B220°CD43". Les marqueurs IgM et IgD sont utilisés pour définir les fractions D, E, F dans
la population B220"CD43".

D’aprés (Hardy et al. 2000).

La maturation des lymphocytes B proprement dite va débuter avec le réarrangement de la
chaine lourde des immunoglobulines. Ces processus de réarrangements vont débuter au stade
pro-B précoce (early pro-B) et se terminer au stade de lymphocyte B immature (Figure 4a

page 7).
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Figure 4 : Les processus de réarrangements des chaines d’immunoglobulines.

(a) Les réarrangements des chaines d’immunoglobulines durant la maturation de la lignée B.
(b) Schéma général de la recombinaison V(D)J.

D’aprés (D. Nemazee 2006).



Durant le stade pro-B précoce, les facteurs de transcription E2A et EBF vont permettre
I’expression de protéines cruciales pour les processus de réarrangement des chaines
d’immunoglobulines comme les protéines Rag-1 et Rag-2. Grace a ces protéines va s’opérer
la recombinaison de geénes Dy et Jy de chaine lourde d’immunoglobuline, sur un allé¢le. Les
cellules passent ensuite au stade pro-B tardif (late pro-B) durant lequel un géne Vi va se
recombiner avec la séquence Dyly existante, pour former le segment VyDyly (Figure 4b
page 7). Ceci va permettre 1’expression d’une chaine lourde a la surface de la cellule, en
association avec une pseudo chaine 1égere appelée SLC (surrogate light chain). Cette pseudo
chaine légere n’est pas encodée dans le locus des immunoglobulines et a pour but de tester si
la chaine lourde d’immunoglobuline formée au cours du processus de réarrangement est
fonctionnelle. L’association de la chaine lourde réarrangée avec la SLC forme le pré-BCR
qui est exprimé a la surface de la cellule appelée désormais lymphocyte pré-B. L’expression
du pré-BCR a la surface du lymphocyte pré-B va stopper le réarrangement des chaines
lourdes d’immunoglobuline, permettant au lymphocyte B de réarranger une seule chaine
lourde et ainsi d’éviter 1’expression de plusieurs BCRs différents : ce processus est connu
sous le nom d’exclusion allélique. Le signal émanant du pré-BCR va également induire la
prolifération du lymphocyte pré-B et initier le réarrangement de la chaine légere
d’immunoglobuline (pour revue (Herzog et al. 2009)). Le réarrangement de la chaine 1égere
s’effectue grace aux protéines Rag qui sont a nouveau exprimées a ce stade de différentiation.
A nouveau, le réarrangement de la chaine 1égere s’effectue sur un all¢le apres 1’autre (d’abord
la chaine k puis la chalne A sur le premier chromosome puis le second), ce qui permettra la
mise en place de I’exclusion allélique. Quatre chaines légeres peuvent donc potentiellement
étre réarrangées pour produire I’expression d’une IgM fonctionnelle, augmentant la chance
pour un lymphocyte pré-B de passer au stade de différenciation suivant et devenir un
lymphocyte B immature. Les lymphocytes B immatures vont ensuite migrer en périphérie via
la circulation sanguine, en passant par trois stades transitionnels qu’on appelle T1, T2 et T3.
Les lymphocytes B transitionnels peuvent étre identifiés sur a base de I’expression des

marqueurs CD93, CD21, CD23, IgM et IgD (Tableau 1).

T1 T2 T3 Tableau 1:
Marqueurs utilisés pour
CD;? e e et Pidentification des cellules
ggz 1 J: * i N (:J)r B transitionnelles.
CD23 - ++ ++
IgM ++ ++ +
IgD (+) ++ ++




Une fois arrivés dans les organes lymphoides secondaires tels que la rate, les
lymphocytes B vont se différencier soit en lymphocytes B folliculaires ou en lymphocytes B
de la zone marginale (Figure 5). Les facteurs gouvernant ce choix sont aujourd’hui encore
mal connus, mais il semblerait que la force du signal provenant du BCR et du récepteur pour
BAFF (B-cell activation factor) soient les facteurs les plus importants (pour revue (Pillai &
Annaiah Cariappa 2009)). Outre ces deux populations de lymphocytes B qui constituent la
grande majorité des lymphocytes B spléniques (70% de cellules B folliculaires et 15% de
cellules B de la zone marginale), les lymphocytes B1 représentent environ 3% des cellules B
de la rate. Les cellules B1 ont pour fonction de sécréter les anticorps naturels (anticorps
présents dans le serum d‘individus sains en absence de toute immunisation avec 1’antigéne
contre lequel ils sont dirigés) et sont également impliqués dans I’immunité mucosale (pour

revue (Baumgarth 2010)).
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CD2I™<CD23"
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Functions
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» T cell-independent responses in bone marrow
» Reservoir function for MZ B cells?

Functions
» T cell-dependent responses in follicles
» T cell-independent responses in bone marrow

IgDMIgMe+CD21m4C D23

Figure S : Schéma du devenir des lymphocytes B transitionnels aprés leur arrivée dans
la rate.

MZP (marginal zone precursor) ; MZ (marginal zone B cells) ; FO-I (follicular type I B
cell) FO-II (follicular type IT B cell) ; T1 (transitionnal 1 B cell) ; T2 (transitionnal 2 B cell)
D’aprés (Pillai & Annaiah Cariappa 2009).



B) Les mécanismes de tolérance

1) La tolérance centrale

C’est au stade de lymphocyte B immature que s’effectue le premier contréle de la
spécificit¢ du BCR. A ce stade les lymphocytes B vont étre testés sur la base de leur
réactivité contre des antigénes du soi (Figure 6 page 11). Ce mécanisme de contrle dans la
moelle osseuse est appelé tolérance centrale. Bien qu’il a récemment été décrit un mécanisme
de sélection négative au stade pré-B, mettant en jeu une possible reconnaissance d’antigénes
du soi par le pré-BCR (Figure 7, n°l page 13) (Keenan et al. 2008), I’essentiel des
mécanismes de tolérance centrale se produit au stade de lymphocyte B immature (Figure 7,
page 13).

Lorsque le lymphocyte B immature ne posséde pas de réactivité contre le soi, il va
poursuivre son développement, quitter la moelle osseuse puis étre acheminé vers la rate. Si le
lymphocyte B réagit avec des antigénes du soi, plusieurs issues sont possibles (Figure 6 page

11) (pour revue (Christopher C Goodnow et al. 2005)) :

¢ dans le cas d’une forte fixation d’antigénes du soi, le BCR va rapidement étre
internalisé et provoquer 1’arrét du développement du lymphocyte B (Hartley et al. 1993). Ces
cellules vont exprimer trés faiblement le récepteur pour BAFF (B-cell-activating factor),
facteur de survie important pour le lymphocyte B. Ces cellules vont également continuer a
exprimer les protéines Rag, permettant le réarrangement de nouvelles chaines
d’immunoglobuline et 1I’édition d’un nouveau BCR a la surface (Figure 7, n°2 page 13). Dans
le cas ou elles ne réussissent pas a produire un réarrangement de chaine 1égeére conduisant a
un BCR fonctionnel et non autoréactif, les lymphocytes B vont mourir dans la moelle osseuse
ou trés peu de temps apres leur arrivée dans la rate (Figure 7, n°3 et 5 page 13). La mort des
cellules ayant une forte réactivité contre des antigénes du soi est connue sous le nom de :
« déletion clonale ». Cette mort cellulaire fait intervenir Bim, une molécule pro-apoptotique
qui va inhiber les protéines de la famille Bcl-2, facteurs de survie importants pour le
lymphocyte B. De facon intéressante, la souris Bim déficiente produit spontanément des
anticorps anti-ADN, illustrant I’importance de ce facteur dans les processus de tolérance

centrale (Andreas Strasser & Philippe Bouillet 2003).

10



¢ dans le cas d’une faible fixation d’antigénes du soi, la cellule B autoréactive
va pouvoir migrer en périphérie, mais n’aura pas la capacité de répondre a un antigene : c’est
ce qu’on appelle I’anergie (Figure 7, n°6 page 13). Les cellules anergiques sont caractérisées
par une durée de vie plus courte que les cellules B non autoréactives (1-5 jours comparé a 40
jours), une exclusion folliculaire et une altération du signal provenant du BCR (Cambier et al.
2007). Dans le cas d’une faible réactivité envers le soi, les lymphocytes B peuvent également
devenir ignorants (Figure 7, n°6 page 13). Cet état d’ignorance est caractérisé par une
absence de réponse a la liaison d’un antigéne au BCR parce que l’antigéne réagit trop
faiblement avec le BCR (Pauline Soulas et al. 2002) ou parce que I’antigéne n’est pas
accessible dans la moelle osseuse ou plus tard dans la rate.
Apres avoir passé ces étapes de sélection, les lymphocytes B vont migrer vers les
organes lymphoides secondaires tels que la rate et les ganglions lymphoides et continuer leur

développement en se différenciant en cellules B de la zone marginal ou en lymphocyte B

folliculaire.
a VraWa'
(@ ) &L
Cell daietad /5‘ 9’/ *) Apoptosis induced by inhibiting BCL-2 survival
/ N & g pathway (for example, BIM induction) or by activating
|\_ - f(; \‘ death receptors (for example, FAS)
b
Self-reactive ;
receptor Receptor edited Receptor edited by V(D)J recombination or BCR
hypermutation to reduce binding to self antigen
Self antigen
o

c
Intrinsically regulated

Lymphocyte

d

Extrinsically regulated

Regulation by:

BCR/TCR downregulation

Induction of inhibitory receptors (CD5, CTLA4)
Phosphatases (SHP1, SHIP)

Ubiquitin ligases (CBL, GRAIL, ITCH, ROQUIN)

Regulation by:

Limiting survival factors (BAFF, IL-7)

Limiting costimuli (CD40L, TLR ligands, B7 molecules)
Active suppression

Limiting innate inflammatory mechanisms

Figure 6 : Devenir de la cellule B autoréactive aprés fixation d’un antigéne du soi dans

la moelle osseuse.

Suivant la force du signal engendré par la liaison de ’autoantigéne, la cellule B peut :

a/ étre éliminée par apoptose

b/ produire un nouveau BCR (par le mécanisme d’édition de récepteur)

¢/ entrer dans un état d’ignorance
d/ entrer dans un état d’anergie

D’aprés (Christopher C Goodnow et al. 2005).



2) La tolérance périphérique

Seuls 10% des lymphocytes B immatures produits dans la moelle osseuse arrivent
jusqu’au stade suivant de différentiation : les lymphocytes B transitionnels. Ces lymphocytes
vont migrer vers la rate via la circulation sanguine, ou d’autres mécanismes de tolérance se
mettent en place pour éliminer les lymphocytes B ayant une spécificité contre des
autoantigénes de la périphérie, qui seraient absents dans la moelle osseuse (Figure 7 page 13).
Une forte affinité contre de tels autoantigénes va provoquer I’induction rapide de 1’apoptose
de ces cellules (Figure 7, n°6 page 13). Une affinité faible va rendre ces cellules anergiques
ou ignorantes. Comme nous 1’avons énoncé précédemment, les cellules anergiques ont une
durée de vie plus courte que les cellules non autoréatives cependant, dans le cas d’une forte
stimulation par les lymphocytes T, par BAFF ou par la voie TLR, ces cellules peuvent
¢chapper a la sélection négative et entrer dans les centres germinatifs ou elles peuvent subir le
processus de maturation d’affinité, pouvant conduire a I’apparition de lymphocytes B
autoréactifs de plus forte affinité, et donc potentiellement pathogénes (Mark J Shlomchik

2008).
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Figure 7: Représentation schématique des mécanismes de tolérance centrale et
périphérique permettant le maintien de la tolérance B.

(1) Les cellules pré-B exprimant une chaine lourde (VH) ayant une forte réactivité contre le
soi, associée a une pseudo chaine 1égére (SLC), vont étre éliminées par délétion.

(2) Les cellules B immatures exprimant une chaine lourde et une chaine légeére (VL)
possédant une forte réactivité envers le soi vont avoir la capacité de réarranger leurs chaines
d’immunoglobuline (receptor editing) pour réduire la reconnaissance du soi.

(3) Apres édition de récepteur, les cellules B ayant toujours une forte réactivité envers le soi
sont éliminées par délétion.

(4) L’inclusion allélique désigne un processus selon lequel les BCR autoréactifs vont étre
« dilués » grace a I’expression d’une autre chaine légere.

(5) Dans la rate les lymphocytes B transitionnels de type 1 (T1) exprimant un BCR
reconnaissant un antigéne du soi présent en périphérie vont étre éliminés par apoptose.

(6) Les lymphocytes B reconnaissant faiblement mais de fagcon continue des antigénes du soi
vont devenir anergiques et étre éliminés si elle ne sont pas stimulées par BAFF.

(7) Les cellules B ayant acquis une réactivité contre le soi apres le processus d’hypermutation
somatique dans les centres germinatifs vont étre ¢liminés par apoptose médiée par Fas.
D’aprés (Basten & Silveira 2010).

C) Les modéles murins d’étude des mécanismes de tolérance

L’étude des mécanismes de tolérance B a été rendue possible grace a ’existence de
modeles murins permettant 1’expression, a la surface des lymphocytes B, d’un BCR
transgénique autoréactif (Tableau 2 page 15). Dans ces modeles 1’autoantigéne est soit
endogene (ex : modele anti-ADN et anti-CMH-I H-2k) soit apporté par 1’expression d’un
autre transgéne (ex : modéle anti-HEL et anti-CMH-I K®). Ces modéles ont permis de
caractériser les différents points de contrdle qui régulent le développement du lymphocyte B
autoréactif ainsi que certaines des protéines impliquées dans la sélection, 1’activation ou la
mort des lymphocytes B autoréactifs durant les processus de maturation.

Dans cette partie nous décrirons trois des modeles de souris transgéniques les plus
¢tudiés, en insistant sur les mécanismes de tolérance B ayant pu étre décrits grace a ces

modeéles.
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Tableau 2 : Les mécanismes de tolérance découverts grace aux modéles murins dont les
cellules B expriment un BCR transgénique autoréactif.
D’apres (Mark J Shlomchik 2008).

Description

Phenotype Example
Deletion anti-MHCII Tg, anti-RBC, high-affinity lack of cells beyond the pre-B cell
anti-IlgG (RF) Tg (20.8.3) stage in BM and in peripheral
lymphoid tissue
Receptor editing anti-MHCII Tg, 3H9/Vk4 anti-dsDNA cells express an endogenous V| rather

Allelic inclusion

Tg, 3H9 or 56R site-directed Tg, HEL
site-directed Tg with mHEL

anti-MHC |l site-directed Tg, 3H9 56R

than the Tg-encoded one, or cells
express a limited repertoire of L chains
that veto autoreactivity

cells coexpress an endogenous V

with the Tg-encoded one, or cells
express two L chains, including one
that vetoes autoreactivity

Anergy anti-HEL Tg with sHEL, anti-DNA

(8H9/VL,), anti-Sm Tg (2-12), ArsA1l

cells have variably reduced sigM
expression, shortened life span, and
localize to the T-B interface; variably
impaired response to LPS and
reduced response to BCR ligation

cells assume a normal follicular B cell
phenotype

Clonal ignorance anti-IlgG (RF) AM14 Tg, anti-La

1) Le modéle anti-HEL

Le mode¢le anti-HEL (hen egg lysozyme), congu par Goodnow et al, fut I’'un des
premiers modeles et est probablement le plus étudié (C C Goodnow et al. 1988; C C
Goodnow et al. 1989). 1l a été d’une aide précieuse dans la compréhension des mécanismes
de tolérance B.

Dans ce modgele, la chaine lourde (Igu et Igd) et la chaine 1égere (Igk), toutes les deux
spécifiques du HEL, sont issues de I’hybridome (BALB/cJ) HyHEL10, permettant
I’expression d’un BCR transgénique anti-HEL d’allotype a, comparé¢ aux BCR endogeénes
d’origine C57BL/6 d’allotype b. Chez la souris anti-HEL, plus de 90% des cellules B
spléniques ont un phénotype IgM*™EM gD Ve (o >est 3 dire mature) et entre 60 et 90%
sont spécifiques du HEL. Les quelques cellules IgM*" n’ayant pas de spécificité anti-HEL
pourraient étre le résultat de 1’association de la chaine lourde transgénique avec une chaine
1égere endogeéne (C C Goodnow et al. 1989). L’un des inconvénients de ce mode¢le anti-HEL,
qui est un mod¢le transgénique classique et non Knock-in (KI), est qu’il ne permet pas la

commutation de classe d’immunoglobuline ni 1’édition de récepteur du transgéne. Ce
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probléme a été résolu par Brink et al qui ont généré une souris SWygL KI pour la région
variable de la chaine lourde Vy10 de spécificité anti-HEL dans le locus /gH endogene.
Lorsque ces souris sont croisées avec celles exprimant une chaine légere transgénique anti-
HEL, on obtient des animaux pourvus de lymphocytes B exprimant un BCR spécifique du
HEL, ayant la capacité de réaliser la commutation de classe d’immunoglobuline et 1’édition
de récepteur (Phan et al. 2003).

Dans les deux mode¢les, I’antigéne HEL est apporté par d’autres transgénes, qui
permettent 1’expression de HEL sous forme soluble (sHEL) ou sous forme membranaire
(mHEL). L’avantage de ce modele est de pouvoir étudier les mécanismes de tolérance en
présence ou en absence de 1’autoantigéne. Grace a ces différents modéles, il a été montré que
les mécanismes de tolérance mis en jeux varient suivant que HEL soit exprimé a 1’état
soluble ou de fagon membranaire. Chez les souris double transgéniques anti-HEL/mHEL
exprimant le HEL de fagon membranaire, on observe plutot une tolérance au niveau central
caractérisée par une ¢limination (délétion) de la plupart des lymphocytes B ayant une forte
affinit¢ pour le HEL (Hartley et al. 1991). Dans le modele anti-HEL/sHEL exprimant du
HEL sous forme soluble, les lymphocytes B ne sont pas éliminés dans la moelle osseuse et
peuvent migrer en périphérie. Cependant, ces lymphocytes B ne sont pas capable de secréter
des IgM anti-HEL, prouvant que ces lymphocytes B sont “tolérisés® (ou rendus tolérants vis
a vis du HEL) (C C Goodnow et al. 1988). Ces expériences ont permis de mettre en évidence
le mécanisme d’anergie des cellules B autoréactives décrit dans la partie “la tolérance
centrale®.

Le modele anti-HEL a permis de mieux comprendre la biologie des cellules
anergiques. Premiérement, des études ont montré I’importance de I’IgD membranaire dans
I’induction de I’anergie des lymphocytes B. En utilisant des souris transgéniques uniquement
pour la chaine lourde Igu ou Igd, Brink et al ont montré que des lymphocytes B anergiques
peuvent étre induits uniquement via un signal provenant de I’IgD (Brink et al. 1992).
Deuxiémement, le role de I’interaction entre les lymphocytes B et T dans 1’établissement/le
maintien de la tolérance a également été approfondi grace a ce modele. Dans des expériences
de transfert adoptif de lymphocytes T pré-cultivés avec du HEL, Eris et al ont montré que ces
lymphocytes T sont capables de rompre 1’état d’anergie des lymphocytes B dans le modele
anti-HEL/sHEL (Eris et al. 1994). Troisiemement, le mod¢le anti-HEL a permis de mettre en
¢vidence les voies de signalisations impliquées dans I’induction et le maintien de 1’état
d’anergie des lymphocytes B. Les cellules anergiques, aprés une stimulation de type anti-

IgM, sont caractérisées par une diminution de la réponse calcique, de la phosphorylation des
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protéines composant la voie de signalisation du BCR et de la prolifération (Healy et al. 1997).
De plus ces cellules montrent également une augmentation de la concentration de calcium
intracellulaire a 1’état basal (c’est a dire sans antigéne) accompagnée d’une activation
résiduelle permanente. Ceci a pour conséquence d’engendrer une réponse différente de ces
cellules anergiques aprés rencontre avec le HEL, comparée a celle des cellules B naives. En
effet, aprés une stimulation BCR-dépendante, les cellules B naives vont induire une forte
augmentation de la concentration en calcium intracellulaire activant préférentiellement les
facteurs ERK, ATF2, NFATc et NFxB. D’autre part les cellules B anergiques (ou tolérantes),
du fait de I1’augmentation du flux calcique intracellulaire a 1’état basal, vont
préférentiellement déclencher une activation des voies NFATc et ERK donnant lieu a une

réponse plutdt de type inhibitrice (Figure 8) (Healy et al. 1997).

Acute foreign Chronic self

. Fig : L i
antigen antigen igure 8 es voies

d’activation enclenchées lors
d’une exposition permanente

* * a des antigénes du soi.

c c Dans le cadre d’une réponse de
— lyn syk la cellule B a un antigéne
Ca?* Ca?* étranger (tel qu’un antigéne
NFAT NF«B rﬁm—‘xe d’uq agent infectieux)_, le signal
ERK JNK ERK JINK calcique engendré est important,
et les voies Erk, NFAT, NFkB

et JNK sont activées.
Dans le cas d’une activation
+ induction of mitosis « inhibition of migration chronique de la cellule B par un

« Induction of B7.2 « inhibition of survival

antigéne du soi, le signal

* Inhibition of terminal calcique est réduit et seules les

differentiation

costimuli voies Erk et NFAT sont
l activées. Ceci va entrainer la
cellule B dans un état de

Immunity Tolerance tolérance.

D’aprés (Healy et al. 1997).

Enfin, des analyses par microarrays, comparant I’expression des génes entre cellules
B naives et anergiques, ont été réalisées. Les résultats de ces analyses ont montré une
augmentation de 1’expression de 22 génes dans les cellules B anergiques comparées aux
cellules B naives a 1’état basal : parmi ces genes, on retrouve Egri, CD72, V15, Lck et IgD.
Apres activation du BCR, 500 geénes voient leur expression augmentée dans les cellules B
naives alors que c’est le cas pour seulement 16 génes pour les cellules anergiques, la plupart

de ces genes étant des régulateurs négatifs de la voie de signalisation du BCR.
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2) Les modéles anti-ADN

Plusieurs MAI dont le lupus érythémateux disséminé (LED), ou lupus érythémateux
systémique, sont caractérisées par la production d’autoanticorps de type anti-ADN. Dans le
but de mieux comprendre la biologie de ces anticorps, plusieurs €quipes ont généré des
modeles de souris transgéniques exprimant des BCR ayant une spécificité pour divers
autoantigénes nucléaires. L’étude de ces modéles a permis, conjointement avec 1’étude des
modéles anti-HEL et anti-CMH-I, de mettre en évidence certains des mécanismes de

tolérance B, plus particulierement le mécanisme d’édition de récepteur.

a) Le modéle 3H9 de Martin Weigert

Ce modele fut le premier modeéle de souris transgénique de type anti-ADN a étre
décrit. Le transgene utilisé permet 1’expression de la région variable de la chaine lourde de
I’anticorps 3H9 provenant de la souris MRL//pr (voir partie « Les modéles murins de LED »)
(Erikson et al. 1991). L’association de cette chaine lourde transgénique avec les chaines
légeres endogeénes V8 et Vi4 va conférer respectivement une spécificité anti-ADN simple-
brin (anti-ADNsb) et anti-ADN double-brin (anti-ADNdb). Bien que ces souris transgéniques
géneérent de nombreux lymphocytes B ayant un BCR spécifique de 1I’ADN, aucune
production d’anticorps anti-ADN n’est détectée dans le sérum, montrant I’établissement
d’une tolérance B chez ces souris. Comme chez la souris anti-HEL, les cellules B anti-ADN
ont un phénotype anergique, qui est réversible par I’apport d’une aide des lymphocytes T
(Noorchashm et al. 1999).

Le mode¢le anti-ADN ainsi que le modele anti-CMH-I (voir partie “Le mode¢le anti-
CMH-I) ont permis d’introduire le concept de 1’édition de récepteur, stipulant que la chaine
lourde d’une immunoglobuline peut s’associer a une nouvelle chaine 1égére dont la genése est
permise par la réactivation de la recombinaison VDJ, afin d’éviter la reconnaissance d’un
antigéne du soi (Gay et al. 1993).

Dans le modele transgénique 3H9 I’introduction d’une mutation dans la partie CDR2
de la région Vy 3H9 (mutation 56R, modele alors appelé 3H9(56R)) va permettre
d’augmenter I’affinité des anticorps anti-ADN (C. Chen et al. 1994). Comme pour le mode¢le
non muté 3HO, la tolérance est maintenue puisque trés peu d’IgM anti-ADN et aucun IgG

anti-ADN ne sont retrouvés dans le sérum de ces souris. Les cellules B anti-ADN arrivant
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tout de méme a migrer vers la rate sont celles qui ont réussi a remplacer leurs chaines 1égeres
par des chaines Vk endogenes (dites éditrices) permettant la perte de la spécificité anti-ADN.
Par contre, lorsque ce transgéne est placé sur un fond génétique de type MRL//pr, les cellules
B anti-ADN vont utiliser des chaines Vk différentes (dites non-éditrices) qui ne permettent
pas de perdre la réactivité contre I’ADN (Y Li et al. 2002). Ceci va permettre une rupture de
tolérance vis a vis de I’ADN et engendrer une forte production d’IgG anti-ADN chez les
souris MRL/Ipr.3H9 (56R).

Chen et al ont produit un modéle KI présentant une insertion ciblée de la région
variable de la chaine lourde de I’anticorps 3H9 dans le locus Jy endogeéne (C. Chen et al.
1997). Chez ces souris les cellules B anti-ADN vont étre éliminées au cours de leur
maturation ou devenir anergiques. Il a été montré que ces cellules B anergiques sont exclues
du follicule B, et plus précisément arrétées a I’interface B-T, les empéchant de se différencier
en plasmocytes ou en cellules B mémoires. Ce mécanisme de tolérance a ét€¢ nommé :

I’exclusion folliculaire (Mandik-Nayak et al. 1997).

Le fond génétique sur lequel sont exprimés les transgénes anti-ADN semble jouer un
role important dans I’efficacité des mécanismes de tolérance B. En effet, les premicres études
utilisant les modeles 3H9 et 3H9(56R), ont été réalisées sur fond Balb/c. Comme nous
I’avons mentionné précédemment, la tolérance semble étre maintenue sur ce fond génétique.
Cependant, contrairement a la souris Balb/c.56R, le modele C57BL/6.56R se caractérise par
une production d’IgM et d’IgG anti-ADN, suggérant ainsi que le fond C57BL/6 contient des
facteurs génétiques le rendant plus susceptible a une rupture de tolérance B (Sekiguchi et al.

2006).

b) Le modéle D42 de Dan Eilat

Un autre modéle KI basé sur I’expression d’une chaine lourde provenant d’un
anticorps de spécificité anti-ADN a été développé par Eilat et al. Dans ce mode¢le 1’anticorps
anti-ADN produit est issu d’un hybridome (D42) dérivé d’un clone de lymphocyte B
provenant de la souris (NZBxNZW) F1 (ou BW voir partie “Les modéles murons de LED*)
(Pewzner-Jung et al. 1998). Sur fond C57BL/6, aucun anticorps n’est détecté dans le sérum
des souris grace a [Defficacit¢é des mécanismes de tolérance B qui comprennent

essentiellement une délétion, une édition de récepteur et une anergie. Une des caractéristiques
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de ce modele est ’utilisation de différents mécanismes de tolérance suivant le type de chaines
légeres associées a la chaine lourde transgénique. Les souris exprimant une chaine 1égére de
type Vk1/Jkl vont préférentiellement utiliser 1’édition comme mécanisme de tolérance (car
un certain nombre d’autres geénes Jk de régions variables de chaine légéres sont disponibles
en aval du transgeéne, pour la mise en place d’une nouvelle recombinaison de chaine 1égere).
Les cellules B des souris exprimant une chaine 1égére de type Vk8/Jk5 vont plutdt devenir
anergiques. Enfin, les souris exprimant une chaine 1égére Vi4/Jk4 vont utiliser 1’édition de
récepteur et I’anergie pour maintenir la tolérance B (Pewzner-Jung et al. 1998).

Le transfert du transgéne D42 sur un fond autoimmun de type BW donne lieu a une
production importante d’IgG anti-ADN de forte affinité¢ (Friedmann et al. 1999). Dans ce
modele on ne détecte pas de cellule B anti-ADN anergique, et le mécanisme d’édition de
récepteur cens¢ abolir la spécificité anti-ADN de 1’anticorps engendre au contraire un gain
d’affinité envers I’ADN (Yachimovich-Cohen et al. 2003). Cette observation met en évidence
que le processus d’édition de chaines légeres peut étre a double tranchant, permettant d’un
coté le maintien de la tolérance, et de I’autre un gain d’affinité pour I’autoantigeéne lorsque la

tolérance est rompue (pour revue (Pelanda & Torres 2006)).

3) Le modéle anti-CMH-1

Nemazee et al décrivirent en 1989 un modele de souris transgénique permettant
I’expression d’un anticorps (appelé 3-83) ayant une spécificité envers les molécules de CMH
de classe I d’haplotype H-2K* et H-2K¢. Les anticorps produits ont une affinit¢ moyenne
pour les molécules du CMHI d’haplotype H-2K, une affinité faible pour H-2K! et ne
peuvent pas se fixer & H-2%. Ainsi, dans ce modéle, la tolérance peut étre étudiée en présence
de I’antigéne (sur un fond génétique Balb/k H-2K exprimant donc les antigéne H-2K* et H-
2K% ou en absence de I’antigéne (sur un fond génétique Balb/c H-2%). Comme pour le
modéle anti-HEL/mHEL, les cellules B ayant une spécificité anti-H-2* sont toutes éliminées
dans la moelle osseuse ; ainsi aucune production d’anticorps anti-H-2" n’est détectée dans le
sérum de ces souris (D. A. Nemazee & Biirki 1989).

Un deuxiéme mod¢le a ensuite été générer permettant détudier plus spécifiquement les
mécanismes de tolérance périphérique. Ces souris sont transgéniques pour les génes codant
pour les chaines lourdes (VDIJ plus les régions constantes Cp et C9o) et légeres (VJ plus la
région constante) de ’anticorps 3-83 de spécificité anti-H-2K", Les lymphocytes B de ces
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souris expriment donc un BCR anti-CMHI de type IgM et IgD. Dans ce mod¢le 1’anticorps
(toujours dérivé de 3-83) posséde une spécificité contre I’haplotype K® du CMH-I et
I’autoantigéne est apporté par I’expression au niveau du foie d’un autre transgeéne (appelé
MT-K") codant pour le CMH-I K. Chez ces souris on observe comme dans le modéle initial,
le maintien de la tolérance B, a ceci prés que la délétion des cellules B autoréactives
s’effectue en périphérie et non plus dans la moelle osseuse (Russell et al. 1991). Cette
constatation fut a 1’origine d’une découverte de base en immunologie, a savoir que la
tolérance est un processus continu débutant dans la moelle osseuse puis se poursuivant en
périphérie. Ces modeles anti-CMH ont ensuite également ¢été trés utiles dans la
compréhension du mécanisme d’édition des chaines 1égeres (Tiegs et al. 1993). Du fait d’une
réaction croisée de 1’anticorps 3-83 avec H-2¢, les souris 3-83/H-2¢ vont tout de méme avoir
une petite portion de lymphocytes B capables d’éditer leurs chaines légeres, montrant
I’impact de la force du signal provenant du BCR sur I’intensité de 1’édition de récepteur

(Braun et al. 2000).
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I1. Le lupus érythémateux disséminé
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Les maladies autoimmunes sont par définition des pathologies induites par une
réponse immunitaire dirigée contre le soi. Ces maladies sont probablement souvent le fruit
d’une défaillance d’un ou plusieurs mécanismes de tolérance décrits dans la premicre partie
de ce manuscrit. Notre compréhension de l'autoimmunité s'est améliorée durant les vingt
derniéres années, surtout grice au développement de nombreux modéles animaux et de
l'identification de geénes qui peuvent prédisposer a I'autoimmunité. Néanmoins, 1'étiologie de
la plupart des MAI chez 'homme reste mal connue. Ce manque de compréhension est
principalement di a trois difficultés : les MAI chez I’homme sont habituellement hétérogenes
et multifactorielles, les antigénes du soi inducteurs des réactions autoimmunes et leurs cibles
sont souvent inconnus, et enfin les maladies peuvent n’étre détectées cliniquement que
longtemps aprés que les réactions autoimmunes aient été¢ déclenchées.

Le lupus érythémateux disséminé (LED) est considéré comme le prototype des
maladies autoimmunes systémiques et est aujourd’hui une des MAI les plus répandues. La
pathologie se caractérise par des périodes de quiescence, durant lesquelles la maladie est
inactive, et des périodes de poussées, caractérisées par une inflammation généralisée qui peut
atteindre de nombreux organes, dont les reins, le cerveau et le ceeur.

Dans ce chapitre nous aborderons les différentes caractéristiques de la maladie en
commengant par I’épidémiologie du LED ; puis dans une seconde partie, nous décrirons
brievement les manifestations cliniques de la maladie. Enfin, dans une troisiéme partie, nous

décrirons le type de cellules immunitaires impliquées dans la pathologie lupique.

A) Epidémiologie

Le lupus érythémateux systémique (LES), ou lupus érythémateux disséminé (LED),
est une maladie autoimmune systémique grave. La prévalence de la maladie est trés variable
selon les populations (pour revue (Borchers et al. 2010)) : elle est par exemple d’environ 40
pour 100 000 en Europe du Nord et de 400 pour 100 000 chez les femmes afro-américaines
(Chakravarty et al. 2007). En 1’absence de données ¢pidémiologiques précises, la prévalence
de la maladie en France est estimée a 35 pour 100 000 (inférieure au seuil de 1 pour 2 000
définissant les maladies rares). Le LED touche en grande majorité les femmes : en effet, le
LED survient 85 fois sur 100 chez la femme. Le LED pédiatrique quant a lui représenterait 5

a 10 % environ de I’ensemble des cas.
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B) Manifestations cliniques

Le LED est caractérisé par la production d’anticorps antinucléaires dirigés contre
diverses molécules du soi tels que I’ADN natif, I’ARN, les nucléosomes, les
ribonucléoprotéines, les histones... Les manifestations cliniques observées au cours du LED
varient fortement en fonctions des populations (de I’ethnie) et de 1’évolution de la maladie,
cependant environ la moitié des patients vont développer des complications séveres de la
maladie, a savoir: des glomérulonéphrites, des atteintes du systéme nerveux central, des
atteintes cardio-pulmonaires ou encore des accidents thrombo-emboliques notamment
cérébraux. Bien que de nombreux organes puissent étre affectés par la maladie, une des
manifestations cliniques les plus graves et les plus fréquentes est la glomérulonéphrite dont il
existe cinq types histologiques différents. Cette atteinte rénale est initiée par le dépot de
complexes immuns au niveau du glomérule rénal, entrainant sa destruction et ’apparition
d’une protéinurie et d’une insuffisance rénale. La morbidité et la mortalité observées chez les
patients lupiques sont étroitement corrélées a la sévérité de 1’atteinte rénale (Balow 2005).

L’évolution d’'un LED est variable : la maladie se caractérise par des phases de
poussée, pendant lesquelles la maladie est active avec I’apparition de manifestations cliniques
intenses, entrecoupées de phases de quiescences durant lesquelles les patients atteints sont
peu malades voire asymptomatiques. La variabilité de la maladie est illustrée par une liste de
différents critéres de diagnostic mise en place par ’ACR (American College of
rheumatology) (Tableau 3 page 25) : si un patient présente 4 des 11 critéres consignés dans
cette liste, le diagnostic de LED peut étre établi avec une spécificité de plus de 95%. Une
conséquence de ceci est que deux patients lupiques peuvent n’avoir comme seul point
commun la présence d’anticorps anti-nucléaires. L hétérogénéité du LED est également mise
en évidence par la diversité des méthodes de mesure de la sévérité de la maladie. Les 5
méthodes les plus couramment utilisées sont les suivantes : le SLEDAI (Tableau 4 page 25)
(Systemic Lupus Erythematosus Activity Index), le SLAM (Systemic Lupus Activity
Measure), le BILAG (British Isles Lupus Assesment Group), le SLAM-R (Revised Systemic
Lupus Activity Measure) et ’ECLAM (European Consensus Lupus Activity Measure) (Bae
et al. 2001; Bombardier et al. 1992; Hay et al. 1993; Liang et al. 1989).
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Tableau 3: Les critéeres de ’ACR (American College of Rheumatology) pour le
diagnostic d’un lupus.
D’apres (Fairhurst et al. 2000).

Eruption malaire en ailes de papillon
Lupus discoide
Photosensibilité
Ulcérations buccales et nasopharyngées
Polyarthrite non érosive
Pleurésie ou péricardite
Atteinte rénale : protéinurie >0.5 g/24 h, cylindres urinaires
Atteinte neurologique : convulsions, psychose en I'absence de médicaments inducteurs
Atteinte hématologique : Anémie hémolytique avec hyper-réticulocytose
ou leucopénie < 4 000/mm3 constatée au moins & 2 reprises
ou lymphopénie < 1 500/mm3 constatée au moins & 2 reprises
ou thrombopénie < 100 000/mm3 en l'absence de cause
médicamenteuse
+ Désordre immunologique :
- anticorps anti-ADN natif,
- anticorps anti-Sm,
- anticorps anti-phospholipides
soit anticardiolipine de type IgG ou IgM & taux élévés
ou anticoagulant circulant lupique
ou sérologie syphilitique dissociée
+ Présence d'un titre anormal d'anticorps anti-nucléaires

* S 4 4 4 o o o o

Tableau 4: Les différents critéres utilisés dans le calcul du SLEDALI.

Valeur Manifestations Définition

8 Convulsion Apparition récente. Exclusion des causes métaboliques, infectieuses
ou médicamenteuses

Perturbation de I’activité normale en rapport avec une altération
sévere de la perception de la réalité. Comprend : hallucinations,
incohérence, appauvrissement du contenu de la pensée, raisonnement
illogique, comportement bizarre, désorganisé ou catatonique.
Exclusion d’une insuffisance rénale ou d’une cause médicamenteuse

8 Psychose

Altération des fonctions mentales avec troubles de 1’orientation, de la
mémoire ou autre d’apparition brutale et d’évolution fluctuante.
Comprend : troubles de la conscience avec réduction des capacités
de concentration, incapacité a rester attentif avec en plus 2 au moins
des manifestations suivantes : troubles perceptifs, discours
incohérent, insomnie ou somnolence diurne, augmentation ou
diminution de ’activité psychomotrice.

8 Atteinte cérébrale

Atteinte rétinienne du lupus. Comprend : nodules dysoriques,

8 Troubles visuels hémorragies rétiniennes, exsudats séreux ou hémorragies
choroidiennes, névrite optique. Exclusion d’une cause hypertensive,
infectieuse ou médicamenteuse.

8 Nerfs craniens Neuropathie sensitive ou motrice d’apparition récente touchant un
nerf cranien
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Céphalées

AVC

Vascularite

Arthrites

Myosite

Cylindres urinaires

Hématurie

Protéinurie

Pyurie

Alopécie

Ulcéres muqueux

Pleurésie

Péricardite

Complément

Anti-ADN

Fiévre

Thrombopénie

Leucopénie

Céphalées séveres et persistantes, pouvant étre migraineuses mais
résistant aux antalgiques majeurs.

Accident vasculaire cérébral d’apparition récente. Artériosclérose
exclue.

Ulcérations, gangréne, nodules digitaux douloureux, infarctus péri-
unguéaux ou preuve histologique ou artériographie de vascularite.

Plus de 2 articulations douloureuses avec des signes inflammatoires
locaux (douleur, tuméfaction ou épanchement articulaire).

Douleur/faiblesse musculaire proximale associées a une élévation
des CPK et/ou aldolases ou a des modifications
¢électromyographiques ou a une biopsie montrant des signes de

vascularite.

Cylindres de globules rouges

> 5 GR / champ en I’absence de lithiase, d’infection ou d’une autre
cause.

>0,5 g/24h. Apparition récente ou majoration récente de plus de
0,5g/24h

> 5 GB/champ en 1’absence d’infection

Apparition récente ou récidive d’une alopécie en plaque ou diffuse.

Apparition récente ou récidive d’ulcérations orales ou nasales

Douleur thoracique d’origine pleurale avec frottement ou
épanchement ou épaississement pleural.

Douleur péricardique avec au moins 1’une des manifestations
suivantes : frottement, épanchement ou confirmation

électrographique ou échographique.

Diminution du CH50, du C3o0u du C4 < a la normale inférieure du
laboratoire

Positivité > a 25% par le test de Farr ou taux > a la normale du
laboratoire

>38° en ’absence de cause infecticuse

<100 000 plaquettes/mm3

<3 000 GB/mm3 en I’absence de cause médicamenteuse.
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C) Les anomalies du systéme immunitaire au cours du LED

Un grand nombre d’altérations, touchant quasiment toutes les cellules du systéme
immunitaire, ont été décrites au cours du LED. Par ailleurs, de nombreuses souris
génétiquement modifiées présentent des anomalies ressemblant de prés ou de loin au LED
humain. Il existe donc de nombreux modeles tentant d’expliquer les mécanismes
moléculaires et cellulaires mis en jeux dans 1’apparition d’une autoimmunité mais peu sont
clairement démontrés Il n’est pas possible dans cette introduction de les revoir de manicre
exhaustive. Certains mécanismes effecteurs sont bien compris comme par exemple
I’hémolyse et les thrombopénies autoimmunes, mais les processus a 1’origine de
I’autoimmunité restent peu clairs. Par exemple, certaines données indiquent que des
autoantigénes provenant de débris cellulaires ou de corps apoptotiques qui sont
insuffisament éliminés vont étre phagocytés par les cellules dendritiques et les lymphocytes
B puis présentés via le CMH aux lymphocytes T. L’activation de ces lymphocytes T
autoréactifs va permettre une co-stimulation des lymphocytes B autoréactifs mettant en action
les processus classiques d’une réponse immunitaire, a savoir : la commutation de classe
d’immunoglobuline, la maturation d’affinité, la différentiation de lymphocytes B activés en
plasmocytes et enfin la production d’IgG de forte affinité. Ces IgG vont ensuite se lier aux
autoantigénes et former des complexes immuns. Les complexes immuns sont normalement
¢liminés par la cascade du complément, les récepteurs FcyR et les phagocytes. Au cours du
LED, un défaut dans les mécanismes d’élimination de ces complexes immuns pourrait
provoquer leurs dépdts, notamment au niveau du glomérule rénal, provoquant une
inflammation via I’activation du complément allant jusqu'au développement d’une
glomérulonéphrite.

Dans cette partie nous aborderons les anomalies identifiées au cours du LED et
affectant trois populations de cellules exer¢ant une fonction trés importante dans le systeme

immunitaire : les lymphocytes T, les cellules dendritiques et les lymphocytes B.

1) Les lymphocytes T

On retrouve des autoanticorps chez des sujets sains sans que ceux-ci ne causent de
maladies autoimmunes. Au cours du LED, les autocanticorps produits possédent donc des

propriétés particuliéres qui les rendent pour certains pathogéniques. Les études cliniques
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réalisées chez I’homme, ainsi que les études effectuées sur les modéles murins de LED, ont
permis de montrer que les autoanticorps présents au cours de la maladie lupique sont
essentiellement d’isotype IgG ont des mutations somatiques dans leurs régions variables et
possédent une forte affinit¢é pour leur autoantigéne. La commutation de classe
d’immunoglobuline et la maturation d’affinité sont les mécanismes permettant la génération
d’anticorps d’isotype IgG de forte affinité. Les lymphocytes B, en plus de la stimulation par
la voie du BCR, ont besoin d’une aide des lymphocytes T pour mettre en place ces
mécanismes. Ce concept est crucial dans la compréhension du réle des lymphocytes T dans la
physiopathologie du LED, et cohérent avec 1’idée qu’un défaut de tolérance des lymphocytes
B et T est généralement nécessaire a 1’établissement d’une autoimmunité (M J Shlomchik et
al. 2001).

Les premiers arguments montrant I’importance des lymphocytes T dans le LED datent
des années 80, durant lesquelles deux expériences simples ont permis de montrer que
I’absence de lymphocytes T (en éliminant les lymphocytes T CD4" par un traitement avec un
anticorps anti-CD4) chez des souris BW empéche le développement de la maladie (Wofsy &
Seaman 1987; Mihara et al. 1988). Un an plus tard Shivakumar et al. montrérent que le
nombre de lymphocytes T double-négatifs (CD4 CD8 TCRap") est augmenté dans le sang de
patients lupiques, et que ces mémes lymphocytes T ont la capacité de stimuler la production
d’autoanticorps par les lymphocytes B, lorsqu’ils sont co-cultivés avec des lymphocytes B
autologues (Shivakumar et al. 1989). De plus des lymphocytes T activés exprimant un TCR
spécifique des nucléosomes ont été retrouvés dans le sang de patients atteints de LED (Bruns
et al. 2000) : une fois activés, ces lymphocytes T pourraient proliférer et fournir le second
signal nécessaire aux lymphocytes B autoréactifs pour enclencher les processus de
commutation de classe d’IgM en IgG et de maturation d’affinité.

L’émergence de lymphocytes T autoréactifs en périphérie peut étre due a des défauts
dans les mécanismes de tolérance centrale mis en place dans le thymus et qui permettent
I’¢limination des lymphocytes T présentant une reconnaissance trop forte du soi. Cependant
au cours du LED ces mécanismes semblent ne pas étre touchés : ceci est illustré par le fait
que chez la souris BW, la tolérance centrale des lymphocytes T semble ne pas étre affectée
(Wither & Vukusic 1998; Fatenejad et al. 1998). Au contraire, il est généralement admis que
ce sont plutot les mécanismes de tolérance périphérique qui sont défaillants dans le LED (La
Cava 2009). Ces défauts peuvent étre de différentes natures : 1/ la résistance a I’induction de
I’anergie (Xu et al. 2004) ; 2/ un défaut d’apoptose des lymphocytes T autoréactifs pendant

les processus de délétion clonale (Budagyan et al. 1998) ; 3/ un abaissement du seuil
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d’activation du lymphocyte T; 4/ une baisse du nombre et de la fonctionnalité des

lymphocytes T régulateurs (Bonelli et al. 2010).

2) Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques représentent une population cellulaire rare et hétérogéne
ayant une grande plasticité et se trouvant a I’interface entre I'immunité innée et I'immunité
adaptative. Deux sous-populations principales de cellules dendritiques ont été identifiées : les
cellules dendritiques myéloides (mDC) et les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC).
Les cellules dendritiques my¢éloides ont la capacité de reconnaitre des pathogeénes via leurs
TLRs (Toll like receptors) puis de présenter des antigénes aux lymphocytes T ; elles
expriment également a leur surface des molécules de co-stimulation permettant I’activation
des lymphocytes T. Les cellules dendritiques immatures ont également la capacité de
présenter aux lymphocytes T des antigénes provenant de débris cellulaires, sans livrer de
signal de costimulation, ce qui aura pour conséquence d’induire une tolérance pour certains
autoantigénes. Cette tolérance se manifeste par 1’induction d’une anergie ou une ¢limination
de certains lymphocytes T autoréactifs, et également l’expansion de lymphocytes T
régulateurs (pour revue (Fransen et al. 2010)). Les pDC sont quant a elles impliquées dans la
reconnaissance des virus, en effet elles expriment notamment les TLR-7 et TLR-9 permettant
une trés forte production d’interféron de type I en réponse a un constituant viral, mais sont
moins efficaces dans I’activation des lymphocytes T.

Il existe de nombreuses études décrivant une implication des cellules dendritiques
dans 1’établissement d’une autoimmunité. Il a notamment été montré que la déplétion des
cellules dendritiques chez la souris sauvage (C57BL/6) engendre une rupture de tolérance des
lymphocytes T CD4" suivie par 1’apparition d’une autoimmunité caractérisée par une perte de
poids, une splénomégalie et un syndrome de type IBD (inflamatory bowel disease)
(Ohnmacht et al. 2009).

Il a été décrit au cours du LED un déficit dans 1’élimination des corps apoptotiques
(pour revue (Munoz et al. 2010)). Les cellules dendritiques myéloides sont capables, apres
maturation, de phagocyter ce matériel apoptotique et ainsi de présenter des autoantigénes aux
lymphocytes T autoréactifs (Inaba et al. 1998). Dans ce mod¢le, la maturation des cellules
dendritiques est nécessaire pour 1’activation des lymphocytes T autoréactifs. On pense que

cette maturation peut étre provoquée par différents PAMPs (pathogen-associated molecular
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patterns) reconnus via les TLRs exprimés par les cellules dendritiques, ou encore par des
DAMPs (danger-associated molecular patterns) qui sont des molécules du soi capable de
stimuler la voie des TLRs. Un membre bien caractéris¢ des DAMPs est HMGBI1 (high
mobility group box 1), protéine couplée a la chromatine et retrouvée dans les cellules en
apoptose. Elle a la capacité de stimuler les cellules dendritiques via TLR-2, TLR-4 et RAGE
(receptor for advanced glycation end products) (Urbonaviciute et al. 2008). Un autre
argument en faveur de ’implication des cellules dendritiques dans le LED est I’induction de
la production d’autoanticorps de type anti-nucléaire aprés injection de cellules dendritiques
chargées en cellules apoptotiques ou nécrotiques chez la souris normale. De plus la méme
expérience réalisée chez des souris plus susceptibles de développer une autoimmunité (souris
BW) permet d’induire une autoimmunité plus sévere et plus précoce que chez les souris
contrdles (Bondanza et al. 2003).

Les pDC produisent de grandes quantités d’interféron de type I, or il a été montré
depuis longtemps une augmentation du taux d’IFN-o dans le sérum de patients lupiques
(Crow & Kirou 2004). 11 a donc été supposé que les pDC sont la source de cette production
anormale d’IFN-a au cours du LED. En ce sens, il a été montré que la production d’IFN-a
par des PBMCs incubés avec du sérum de patients lupiques peut étre inhibée par des
anticorps bloquant les récepteurs BDCA-2 et BDCA-4, deux récepteurs exprimés par les pDC
et ayant un role probable dans la capture d’antigénes extracellulaires (Dzionek et al. 2001).
Une des voies possibles d’activation de ces pDC serait une internalisation, via les récepteurs
FcyRlIla, de complexes immuns comprenant des acides nucléiques, suivie d’une activation

des TLR-7 et TLR-9 dans les endosomes des pDC (L&vgren et al. 2004).

D) Le role central des lymphocytes B

Les lymphocytes B sont les cellules qui produisent les autoanticorps caractéristiques
du LED. Ceci constitue le premier argument majeur en faveur d’un réle primordial de ces
cellules dans la maladie lupique. Chez les patients lupiques, on retrouve ces autoanticorps
plusieurs années avant I’apparition des premieres manifestations cliniques de la maladie :
ceci laisse supposer une activation précoce des lymphocytes B autoréactifs (Arbuckle et al.
2003). De plus, il a ét¢ montré que les lymphocytes B de patients lupiques sont plus sensibles

a une activation par la voie du BCR, ceci se manifestant par une augmentation de la réponse
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calcique et une augmentation de la phosphorylation des tyrosines aprés stimulation de ces

cellules avec un anticorps anti-IgM in vitro (Liossis et al. 1996).

1) Les anomalies dans les sous-populations de lymphocytes B

On note une absence de développement de la maladie de type lupique (production
d’autoanticorps et glomérulonéphrite) chez les modéles murins de LED MRL/lpr et BW
lorsque la mutation xid est présente (B. J. Steinberg et al. 1982; E. B. Steinberg et al. 1983).
Cette mutation va avoir pour conséquence d’inactiver la protéine Btk et ainsi causer un
blocage dans la maturation des lymphocytes B. De plus, dans un autre modéle dans lequel
une délétion ciblée du segment Jy (permettant également un blocage dans la maturation B)
est réalisée sur le fond autoimmun de type MRL/lpr, la maladie est fortement atténuée,
comparée aux souris contrdles qui développent une glomérulonéphrite sévere (M J
Shlomchik et al. 1994). L’implication des lymphocytes B dans la physiopathologie du LED
ne se limite pas a la production d’autoanticorps. Il a ét¢ montré que la souris MRL//pr
produisant des lymphocytes B exprimant une IgM membranaire transgénique dépourvu de
piece sécrétoire, développe tout de méme une glomérulonéphrite (Chan et al. 1999). Ceci
illustre bien le fait que les lymphocytes B sont aussi impliqués dans le développement du
LED par des mécanismes indépendants de leur fonction de cellule sécrétrice d’anticorps, par
exemple par leurs fonctions de cellules présentatrices d’antigénes et de cellules productrices
de cytokines.

Plusieurs anomalies dans le nombre et la distribution des lymphocytes B ont été
rapportées au cours du LED : on observe une augmentation du nombre de lymphocytes B
immatures (transitionnels), de lymphocytes B mémoires et de plasmocytes, associés a une
baisse des lymphocytes B naifs, dans le sang périphérique de patients atteint de LED en
phase active (pour revue (Dorner et al. 2011)). Les lymphocytes B mémoires (CD27") et les
plasmocytes (CD27"") sont des cellules ayant subi les processus de commutation de classe et
de maturation d’affinité se déroulant dans les centres germinatifs. Il a donc été suspecté
qu’une réponse exacerbée pourrait avoir lieu dans ces centres germinatifs au cours du LED.
En ce sens, il a ét€ montré que les lymphocytes T et B de patients atteints de LED expriment
spontanément la molécule de co-stimulation CD154 (ou CD40L) et que ceci pourrait étre a
I’origine d’une réponse accrue dans les centres germinatifs ou d’un défaut des mécanismes de

tolérance, permettant ainsi 1’émergence de cellules B mémoires autoréactives et de
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plasmocytes sécréteur d’autoanticorps, en périphérie (Grammer et al. 2003). Enfin, une
population controversée de lymphocytes B régulateurs a également été identifiée dans le sang
périphérique chez I’homme. Bien que le phénotype exact de ces cellules soit aujourd’hui
encore discuté, une étude récente a montré une baisse de la fonctionnalité de lymphocytes B

régulateurs (CD19°CD24"CD38") chez des patients lupiques (Blair et al. 2010).

2) Les anomalies de la voie de signalisation du lymphocyte B

Des défauts dans les différentes voies de signalisation des lymphocytes B ont
¢galement été détectés au cours du LED, a la fois chez la souris et chez ’homme. Chez
I’homme, les défauts identifiés par des approches dites de génes candidats ou par des études
d’association génétique touchent dans la grande majorité des cas des protéines régulatrices de
la voie du BCR tels que FcyRIIb, SHIP, CD72, LYN, CD22, BANKI1 et BLK, mais d’autres
voies peuvent également étre touchées comme la voie de BAFF. Les protéines FcyRIIb,
LYN, BANKI et BLK ont été associées au LED dans des études de GWAS (genome-wide
association scan). Nous parlerons de I’implication de ces protéines dans la signalisation du
BCR et dans la pathologie lupique de fagon plus détaillée dans la partie traitant de la
génétique des MAL

Un exemple de régulateur positif de la voie de signalisation du lymphocyte B
impliqué dans le LED est BAFF. Une augmentation du taux de BAFF a été observée dans le
sérum de patients lupiques (J. Zhang et al. 2001). De plus, les souris transgéniques pour
BAFF développent un phénotype de type lupique caractérisé par la production de facteurs
rhumatoides et d’autoanticorps de type anti-ADN, ainsi que par le dépot de complexes
immuns au niveau rénal (Mackay et al. 1999) (Tableau 5 page 83). Il a été montré qu’une
stimulation des lymphocytes B par BAFF active la voie Akt/mTOR, induisant la prolifération
et la sécrétion d’immunoglobulines (Moore et al. 1999). De ce fait ’augmentation de BAFF
pourrait permettre la survie et la prolifération de lymphocytes B autoréactifs au cours du

LED.
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a) Lavoie LYN/CD22/SHP-1

Aprés la liaison d’un antigéne au BCR, une des premicres étapes dans la voie
d’activation du lymphocyte B est I’activation de la tyrosine kinase LYN. LYN activée va
ensuite phosphoryler les motifs ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activating motif)
présents sur les chaines Iga et Igp associées a I'immunoglobuline membranaire, et permettre
la mise en place de la cascade de phosphorylation conduisant a 1’activation de la cellule. 11
existe des mécanismes de controles de cette voie d’activation, qui se révelent importants dans
I’établissement d’un seuil d’activation et empéchent une activation trop forte du lymphocyte
B. LYN, outre ses fonctions d’activation de la voie du BCR va également permettre

I’enclenchement de ces mécanismes de régulation négative.

L’axe LYN/CD22/SHP-1 est trés important dans la régulation du signal émanant du
BCR (Figure 9 page 34) : une déficience de I'une de ces trois protéines chez la souris donne
lieu a des manifestations autoimmunes de types lupique (pour revue (Nitschke 2009)). Les
souris CD22 knock out (KO) développent des autoanticorps anti-ADN d’isotype IgG de forte
affinit¢ (O'Keefe et al. 1999). CD22 est un récepteur membranaire de la famille des
immunoglobulines qui posséde dans sa partie intracellulaire des domaines de type ITIM
(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif). Une fois phosphorylés par LYN, les
motifs ITIM de CD22 vont avoir la capacité de recruter SHP-1. SHP-1 est une tyrosine
phosphatase capable d’inhiber la voie d’activation du BCR en déphosphorylant certaines
protéines composant la voie du BCR. La souris motheaten ayant une mutation dans le géne
codant pour SHP-1 développe un syndrome lupique (Shultz 1988). Il en est de méme chez la
souris ayant une délétion spécifique du géne SHP-1 dans les lymphocytes B (Pao et al. 2007)
(Tableau 5 page 83). Cependant, aucune donnée n’est aujourd’hui disponible quant a

I’implication de SHP-1 dans la pathologie humaine

Le récepteur CD72 est également impliqué dans la régulation négative du signal
provenant du BCR par des mécanismes similaires a ceux utilisés par CD22, en faisant
¢galement intervenir la phosphatase SHP-1 (Figure 9 page 34). CD72 a été identifié comme
un geéne important dans le développement de la vascularite chez les souris MRL/lpr,
présentant une maladie proche du LED (Qu et al. 2000). Les souris déficientes pour le géne
CD72 ne développent pas de signe d’autoimmunité, mais sont caractérisées par une

augmentation du nombre de cellules B-1 et une hyperactivation des cellules B aprés une
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stimulation BCR-dépendante par un anticorps anti-IgM (C. Pan et al. 1999). Peu de données
ont été récoltées concernant 1I’implication de CD72 dans la pathologie lupique humaine. On
peut néanmoins citer une ¢tude montrant une baisse de 1’expression de CD72 chez des

patients développant une néphrite lupique (Nakano et al. 2007).
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Figure 9 : La régulation de la voie du BCR par CD22 et CD72.

Les protéines interagissant avec CD22 et CD72 sont indiquées. DAG (diacylglycerol), CRAC
(Ca2C release-activated channel), ER (endoplasmic reticulum), IP3 (inositol 3,4,5-
triphosphate), IP3R (IP3 receptor), ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif),
ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif), PI3K (phosphatidyl inositol 3
kinase), PLC (phospholipase C), PtI-(4,5) P2 (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate), PtI-
(3,4,5) P3 (phosphatidylinositol 3,4,5-triphoshate), SHP-1 (Src-homology domain 2 (SH2)-
containing protein tyrosine phosphatase-1).

D’aprés (NITSCHKE & TSUBATA 2004).
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b) Lavoie FcyRIIb /LYN /SHIP

FcyRIIb est un récepteur de la famille des immunoglobulines, il a la capacité de fixer
la fraction Fc des IgG. Comme CD22 et CD72, il posséde dans son domaine intracellulaire un
motif ITIM lui permettant de réguler négativement les signaux provenant d’une activation du
BCR. Apreés activation de FcyRIIb et du BCR, le motif ITIM va étre phosphorylé par LYN,
ce qui va permettre le recrutement de SHIP. La protéine SHIP va ensuite inhiber le flux
calcique et la prolifération induite par une activation de la cellule B via le BCR (Q. Liu et al.
1998). Le mécanisme précis par lequel SHIP inhibe le flux calcique reste controversé.
Cependant, des études réalisées sur des souris déficientes pour Ship ont montré que cette
inhibition est la conséquence d’une déphosphorylation de PIP; (un second messager de la
voie du BCR), donnant lieu a la dissociation de BTK et de la PLCy (Brauweiler et al. 2000).
La prolifération pourrait quant a elle étre inhibée par le blocage de la voie Akt et la voie des
MAPKSs (Figure 10 page 36) (Helgason et al. 2000).

Une déficience dans I'un des acteurs de la voie FcyRIIb peut étre a 1’origine de
I’apparition d’un phénotype lupique chez la souris. Ainsi la souris FcyRIIb KO sur un fond
génétique C57BL/6 développe des autoanticorps de type anti-ADNdb et anti-chromatine,
conduisant au dépot de complexes immuns au niveau rénal et au développement d’une
glomérulonéphrite fatale a 9 mois (Tableau 5 page 83). De fagon intéressante, la tolérance
pour les autoantigénes nucléaires est maintenue chez la souris Fc[IRIIB” sur un fond
génétique Balb/c, ce qui laisse supposer 1’existence d’une régulation épistatique dans
I’apparition du phénotype lupique (Bolland & J V Ravetch 2000). L’importance de la voie de
régulation déclenchée par le récepteur FcyRIIb dans le développement du LED chez I’homme
est soulignée par une méta-analyse récente de plusieurs études d’associations génétiques, qui
montre une association de polymorphismes dans les génes FclIRIIb (et FclIRIIIb) avec le
LED (Y. H. Lee, Ji, et al. 2009D).

Les souris Ship”” ne développent pas de signe d’autoimmunité mais sont caractérisées
par un défaut de maturation des lymphocytes B associé a une augmentation du compartiment
des lymphocytes B matures de la rate, et une augmentation du taux sérique d’IgM, IgG2a,
IgG2b, IgG3 et d’IgA (Q. Liu et al. 1998; Helgason et al. 2000; Brauweiler et al. 2000)
(Tableau 5 page 83).
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Figure 10 : La régulation de la voie du BCR par le récepteur Fc//RIIb.

Les protéines interagissant avec FcyRIIb sont indiquées. Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate (PtdIns(3,4,5)P3) ; Bruton’s tyrosine kinase (BTK) and phospholipase Cy
(PLCy) ; B-cell receptor (BCR) ; ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) ;
SRC-homology-2-domain-containing inositol-5- phosphatase (SHIP) ; PtdIns(3,4,5)P3) ;
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PtdIns(4,5)P2) ; DOK, docking protein ; InsP3,
inositol-1,4,5-trisphosphate ; SHC, SH2-domain-containing transforming protein C.

D’apres (Nimmerjahn & Jeffrey V Ravetch 2008).

3) Anomalies des LB au cours du LED : intrinséques ou induites ?

Les études évoquées précédemment montrent bien 1’existence d’anomalies cellulaires
et fonctionnelles des lymphocytes B au cours du LED. Cependant ces défauts peuvent étre
intrinséques au lymphocyte B, ou induits par des facteurs extrinséques tels que des
interactions cellulaires ou 1’action de cytokines. Un argument majeur mettant en évidence
I’existence d’anomalies intrinséques des lymphocytes B au cours du LED se base sur une
¢tude de Reininger et al de 1996 montrant que la maladie peut étre transférée par les cellules
B. Dans cette étude, le transfert de cellules pré-B issues de la souris BW, a des souris
immunodéficientes (Scid) ou Rag2 KO, conduit dans plus de 20% des cas au développement
d'un phénotype lupique caractérisé par la une hypergammaglobulinémie et la production
d’autoanticorps anti-ADN (Tableau 6 page 37), responsables dun dépot d’immunoglobulines
au niveau rénal et du développement d'une glomérulonéphrite (Reininger et al. 1992;

Reininger et al. 1996).
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Tableau 6 : Taux sérique des anticorps anti-ADN aprés transfert de lymphocytes pré-B
issus de souris lupiques dans des souris immunodéficientes.

Le rectangle rouge met en lumiére le transfert de lymphocytes pré-B de souris lupique BW
(de 3 a 5 mois) a des souris immunodéficientes de type SCID et Rag KO.

D’aprés (Reininger et al. 1996).

Ig concentrations* Anti-DNA#
Group n* IgM IgG3 1Gg2a IgG1 IgG2b IgM IgG
pg/ml %

BDF1 5 280 % 50 205 £ 75 1150 * 200 670 = 120 1060 £ 190 1.5%05 <0.1
—=SCID 8 145 = 50 155 = 45 110 £ 75 <20 75 £ 55 1.5%£12 <0.1
BW 6 1050 £ 140 735 £ 295 2880 * 655 1100 = 250 1095 % 145 16.6 £ 5.2 85* 46
—SCID 7 735 £ 130 650 = 190 1020 % 560 95 £ 110 140 = 100 126 £ 7.1 47 £50
—RAG 8 1275 £ 490 465 * 225 590 * 285 <20 110 = 30 11.8 = 4.8 3.1%25
NZB 8 1290 £200 670 = 220 1680 % 590 1010 = 335 850 £ 260 23.6 £ 6.5 1.6 = 2.1
—SCID 12 790 = 315 305 * 300 125 £ 100 135 = 140 140 = 130 24.1 178 0.1 £0.1
-RAG 8 1575 £ 460 670 = 385 275 * 140 <20 115 = 70 2903 £ 13.1 0.2 0.1
NZW 8 205 = 15 100 £ 10 1590 = 215 1260 * 285 655 * 90 1.9 £04 04 £02
—-SCID 9 370 £ 135 410 = 150 1805 * 1200 230 %= 270 150 = 65 73%13 13.5 £ 14.0
—-RAG 9 435 £ 315 540 % 340 1270 * 865 25+ 75 74 = 40 47 1.8 56 £5.5
(NZW X B6)F1 5 295 105 190 = 15 960 * 205 2255 * 535 765 * 155 1.8 £02 03%03
—-RAG 8 900 £ 275 485 = 370 <20 <20 130 £ 65 9.8 * 6.5 0.1 £0.2
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III. L’influence des facteurs

environnementaux dans le
déclenchement des MAI
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Le taux de concordance de la maladie lupique chez les jumeaux monozygotes est de
20 a 40%, ce qui indique une étiologie génétique importante (Harley et al. 2009). Cependant,
ce taux de concordance n’est pas de 100% : ceci implique obligatoirement ’influence de
facteurs environnementaux sur le développement de la maladie. Dans cette partie nous
aborderons dans un premier temps les facteurs environnementaux impliqués dans le
déclenchement des MAI. Dans la partie IV, nous développerons de fagon plus détaillée les

facteurs génétiques des MAL, et en particulier du LED.

Plusieurs facteurs environnementaux ont été identifiés comme ayant un réle potentiel
dans le déclenchement des MAI. Nous traiterons dans un premier temps les infections
bactériennes et virales identifiées comme facteurs déclenchants des MAI, nous décrirons
ensuite les hypothéses concernant 1’implication de facteurs hormonaux dans les MAI puis
nous énoncerons brievement des situations ou des facteurs médicamenteux sont impliqués

dans I’apparition des MAL.

A) Les infections

Les microorganismes induisent de fortes réponses immunitaires, la plupart de ces
réponses étant dirigées spécifiquement contre des antigénes de ces microorganismes.
Cependant, les infections microbiennes peuvent également étre détournées et engendrer des
réponses immunitaires dirigées contre des antigénes du soi. Il est cependant aujourd’hui
difficile d’associer un microorganisme donné a une MAI particuliére. Dans cette partie nous
aborderons les virus, bactéries et parasites ayant été identifiés comme impliqués dans
I’apparition, le déclenchement et/ou I’amplification des MAI, ainsi que les mécanismes mis
en jeu dans 1’établissement d’une autoimmunité.

Les microorganismes sont-ils nécessaires au développement d’une MAI? Chez
I’homme il est difficile voire impossible de répondre de facon précise a cette question car
I’historique des épisodes infectieux d’un individu est souvent trés difficile a établir.
Cependant, 1’étude de différents modéles murins de MAI (voir partie “Les modeles murins de
LED* page 72), reproduisant avec plus ou moins de fidélité¢ les MAI humaines, a permis de
fournir des ébauches de réponse. Ces modeles murins de MAI peuvent étre élevés en
animalerie dans des conditions stériles (germ-free), ce qui permet d’étudier le développement

de la maladie en 1’absence d’agent infectieux. Cependant cette méthode comporte des
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limites : le systtme immunitaire d’animaux placés dans des conditions germ-free n’est pas
entiecrement mature, et il peut subsister dans 1’eau de boisson et les aliments (bien
qu’autoclavés) des PAMPs (Pathogen associated molecular pattern) qui peuvent activer les
cellules immunitaires. Dans le modele de souris MRL-/pr, I’élevage en conditions stériles
n’affecte ni ’apparition, ni la sévérité de la maladie. Cependant lorsque que 1’on nourrit ces
animaux avec de la nourriture ultra-filtrée et dénuée de tout antigene (GF-AF : germ-free
antigen free), on remarque une diminution de la lymphoprolifération et de la sévérité de la
néphrite lupique (Maldonado et al. 1999). Enfin, chez la souris KO pour le récepteur
antagoniste de [Dinterleukine 1 (I//rn”) développant en temps normal une arthrite
autoimmune, la maladie est totalement absente chez les souris élevées en conditions stériles.
En conclusion, ces résultats montrent que les agents infectieux pourraient étre impliqués dans
le développement de MAI. Cependant, chez la souris NOD (Non-obese diabetic mice), un
modele de diabéte de type 1, la fréquence de la maladie augmente dans le groupe d’animaux
¢levés dans des conditions stériles, indiquant que les microorganismes ne sont pas nécessaires
au déclenchement du diabéte de type 1 voir méme peuvent étre protecteurs (voir partie “ Un
effet protecteur ? ““ page 46) (Wen et al. 2008).

Ainsi, I’étude de ces modeles dans des conditions stériles a permis de mettre en
¢vidence que la tolérance aux antigénes du soi peut €tre rompue en absence d’agent
infectieux dans certains cas, alors que dans d’autres cas, les agents infectieux pourraient jouer
un role déclencheur.

Plusieurs infections virales ont été suspectées comme jouant le role de facteurs
initiateurs de MAI chez I’homme (Figure 11 page 41). On peut par exemple citer le virus
HTLV1 (Human T-lymphotropic virus type 1) impliqués dans différentes arthropathies
(Nishioka et al. 1993; Levin et al. 2002), les Coxsackievirus impliqués dans le diabéte de
type 1 (M S Horwitz et al. 1998; Marc S Horwitz et al. 2002) ou encore le virus de I’hépatite
C impliqués dans plusieurs MAI comme la maladie de Crohn, le syndrome polyendocrinien
autoimmun (APS) et la thyroidite autoimmune (Agmon-Levin et al. 2009). Concernant plus
particulierement le LED, des virus comme EBV (Epstein-Barr Virus) également connu sous
le nom de HHV-4, le CMV (cytomégalovirus) et le parvovirus B19 ont été identifiés comme
¢tant des agents viraux associés a la maladie (James et al. 2006; Lunardi et al. 2008).
Cependant, ’établissement de ces virus comme étant des agents causatifs de la maladie
lupique reste difficile a démontrer. De plus, des études réalisées chez la souris ont permis de
mettre en évidence 1’apparition d’autoanticorps, voire méme le développement de signes

d’autoimmunité suite a une infection virale chez certaines souches de souris ; ainsi 1’infection
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par LCMV (virus de la chorioméningite lymphocytaire) engendre la production
d’autoanticorps et le développement d’une anémie hémolytique autoimmune chez la
souris (Hunziker et al. 2003). Dans un modele d’infection par le TMEV (Theiler’s murine
encephalomyelitis virus) les souris normales (SJL/J) développent, 30 a 40 jours apres
infection, une réactivité contre des autoépitopes de la myéline, ce qui conduit au
développement d’une maladie démyélinisante proche de la sclérose en plaques (Miller et al.

1997).

HLA-DR-11:
Associated with
MC Il
HLA-DR-7 :
‘Protects'from
MC Il

Figure 11 : Implication des différents agents infectieux dans les maladies autoimmunes.
Les maladies autoimmunes (en bleu) pourraient étre causées par des agents infectieux (en
orange). Mais certains agents infectieux (en vert) pourraient avoir un effet protecteur contre
les maladies autoimmunes. CJ (Campylobacter jejuni), CP (Chlamydia pneumonia), HiB
(Haemophilus influenza), HP (Helicobacter pylori), NG (Neisseria gonorrhoeae), SP
(Streptococcus pyogenes), RV (Rotavirus), TG (Toxoplasma gondii) ; GBS (Guillain-Barré
syndrome) ; SLE (Systemic lupus erythematosus) ; RF (Rheumatic fever) ; PBC (primary
biliary cirrhosis) ; MCII (mixed cryoglobulinemia) ; T1D (Type I diabetes) ; APS (Anti-
phospholipid syndrome).

D’aprées (Kivity et al. 2009).
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D’autres agents infectieux comme certaines bactéries sont capables d’induire ou
d’exacerber une autoimmunité. Bien que ceci reste trés difficile & prouver chez I’homme, il
existe quelques exemples. Le plus connu est celui du rhumatisme articulaire aigu qui succéde
a une infection bactérienne a streptocoques (Guilherme & Kalil 2010). De plus, il a été
montré que la maladie de Lyme causée par le spirochéte Borrelia burgdorferi déclenche une
arthrite qui ressemble a celle observée au cours de la polyarthrite thumatoide (PR). Des
travaux réalisés dans notre laboratoire, sur un modeéle de souris transgéniques permettant
I’expression d’un facteur rhumatoide (FR) humain, ont d’ailleurs montré que I’infection par
Borrelia burgdorferi permet de rompre la tolérance des cellules B FR et conduit a la
production de FR sériques, selon un mécanisme TLR-dépendant et T-dépendant (P Soulas
2005). A I’inverse, I’infection de souris (NZBXxNZW)F1 par ce méme agent n’influe pas sur
le cours de la maladie (observations non publiées de notre groupe). On peut également citer
Helicobacter pylori qui pourrait étre impliqué dans le développement d’une gastrite
autoimmune (Annibale et al. 2001) mais aussi dans le syndrome de Gougerot-Sjogren chez
I’homme (Gasbarrini et al. 1998). De plus, il a été décrit qu’une infection par la toxine B du
choléra (cholera toxin B, CTB) produit par Vibrio cholerae, ou une injection de LPS
(Lipopolysaccharide), peut induire et accélérer 1’apparition de 1’autoimmunité chez des souris
BW (G.-M. Deng & Tsokos 2008; Ka et al. 2007).

Bien que moins connues, il existe aussi des études associant certaines infections
parasitaires et le développement de MAI chez I’homme : on peut notamment citer des travaux
sur la maladie de Chagas causée par Trypanosoma cruzi, qui montrent que 30% des patients
développent une cardiomyopathie autoimmune, mettant ainsi en évidence 1’éventualité d’une
composante autoimmune a la maladie, et ainsi un lien possible entre I’agent infectieux et
I’autoimmunité observée (Girongs et al. 2005).

Ainsi, globalement, de nombreux agents infectieux semblent capables d’aggraver ou
encore de favoriser 1I’émergence de MAIL Les mécanismes moléculaires et cellulaires
permettant de dévier une réponse spécifique de 1’agent infectieux vers une réponse contre le
soi sont de différentes natures. De facon générale, les agents infectieux vont notamment
entrainer une activation polyclonale du systéme immunitaire : ils peuvent donc se comporter
comme un adjuvant pour les réponses autoimmunes dans le cas ou des cellules autoreactives
pré-existaient chez I’individu. En wvue de préciser les mécanismes permettant le
déclenchement et/ou 1’aggravation des MAI par les microorganismes, nous allons maintenant
définir brievement les notions de mimétisme moléculaire, “d’epitope spreading® (que 1’on

pourrait traduire par : « diversification des épitopes »), de “bystander activation* (que 1’on
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pourrait traduire par: « activation collatérale ») et enfin exposer une hypothése appelée

“fertile field hypothesis* (terrain favorable).

1) Le mimétisme moléculaire

Le terme de mimétisme moléculaire (Figure 12a page 45) désigne la reconnaissance
croisée par un lymphocyte T ou un lymphocyte B d’un antigéne microbien possédant une
structure similaire a un antigene du soi. De ce fait, la réponse immunitaire qui est initialement
dirigée contre 1’agent infectieux va s’étendre aux tissus présentant le peptide du soi, ayant
pour conséquence de déclencher une autoimmunité.

Le mécanisme de mimétisme moléculaire fut pour la premiere fois proposé par
Fujinami et al. (Fujinami & Oldstone 1985). Ils identifieérent, grace a un modele d’injection
de MBP (Myelin Basic Protein) chez le lapin, une homologie entre un épitope du virus de
I’hépatite B et un épitope particulier de la myéline de lapin dont la reconnaissance est
impliquée dans certaines encéphalites autoimmunes chez I’animal.

Ce mécanisme a par ailleurs été décrit dans de nombreux mod¢les murins de MAI
comme dans le modéle d’infection par coxsackie virus B3. Dans ce modele la souris
développe une myocardite autoimmune provoquée par une forte homologie entre la protéine
VP1 du virus et la myosine, la trypomyosine et la vimentine de 1’hote (Huber et al. 1993).
Dans le modele de souris (RIP-LCMV-NP), exprimant la protéine NP du LCMV
spécifiquement dans les cellules B du pancréas et dans les thymocytes, il a été montré qu’une
infection répétée par le LCMV provoque une augmentation rapide du nombre de
lymphocytes T autoréactifs avec pour conséquence d’accélérer la destruction des cellules 3
du pancréas (Christen et al. 2004). Plus récemment, Bonney et al. ont montré que 1’injection
d’antigenes issus de broyat du parasite Trypanosoma cruzi (impliqué dans la maladie de
Chagas), dans de ’adjuvant complet de Freund, provoque la production d’autoanticorps de
type IgG de spécificité classiquement observée chez les patients atteints de la maladie de
Chagas (actine, antigéne Cha, desmine, laminine, myoglobine, myosine, tropomyosine)
(Bonney et al. 2011).

Concernant le LED en particulier, le virus Epstein-Barr est sans doute 1’exemple le
plus documenté chez I’homme (pour revue : (Poole et al. 2006)). En effet, il a notamment été
montré que la séquence PPPGRRP de la protéine virale EBNA-1 (Epstein-Barr nuclear
antigen-1) pourrait étre a I’origine de la réactivité contre la protéine SmB observée au cours

du LED (Poole et al. 2008). Une autre étude a décrit une similarité entre un épitope de la

43



protéine EBNA-1 du virus et la protéine Ro60 (McClain et al. 2005) : cette similarité pourrait
étre a D’origine de la présence des autoanticorps anti-Ro détectés chez certains patients
lupiques.

Ainsi le mimétisme moléculaire semble étre un des mécanismes impliqués dans la
rupture de la tolérance au soi aprés une infection, et le développement de MAI. D’autres
mécanismes ont cependant été proposés : l’activation “ bystander ““ suivi de “ I’épitope

spreading “.

2) L’activation *“ bystander “ et “ I’epitope spreading *

Les CPA (cellules présentatrices d’antigénes), activées par des agents infectieux au
niveau du site d’inflammation via les TLRs (Toll like receptors), peuvent par ailleurs
présenter des peptides du soi (issu de débris de cellules mortes ou en apopotose) aux
lymphocytes T ou B autoréactifs (Zipris et al. 2005; Walker & Abbas 2002). D’autre part au
cours d’un événement infectieux, les cellules immunitaires sécrétent de grandes quantités de
cytokines qui peuvent également favoriser 1’activation de cellules B ou T autoréactives. Ces
processus sont regroupés en activation “bystander” que 1’on pourrait traduire par : activation
accessoire ou annexe (Figure 12b page 45).

Le phénomeéne de “bystander activation® (lorsqu’il est a 1’origine du développement
d’une MAI) est généralement suivi par une diversification des épitopes reconnus par les
lymphocytes T ou B autoréactifs vers des épitopes plus immunogenes. Cette diversification
épitopique, appelée “epitope spreading™ (Figure 12¢ page 45) permet, dans des conditions
non pathologiques, la diversification des épitopes reconnus par les lymphocytes B et T,
empéchant de ce fait 1’agent infectieux d’échapper au systéme immunitaire par la
modification de certaines de ces protéines de surface. La premiére étude décrivant le réle du
mécanisme “d’epitope spreading® dans le développement d’une autoimmunité pathologique a
été publiée en 1992 par Lehmann et al. Dans cet article les auteurs montrent que dans un
modele d’encéphalite expérimentale autoimmune (EAE), des épitopes cryptiques (ici de la
my¢line) peuvent devenir immunogenes apres immunisation par MBP (Lehmann et al. 1992).
De plus, dans le modéle d’infection au TMEV, 1’évolution de la reconnaissance de la myéline
par les lymphocytes T suit une hiérarchie bien précise, débutant par la reconnaissance de
peptides dominants tel que PLP;39.151 (proteolipid protein) puis, au fur et a mesure du

développement de la maladie, des réponses contre d’autres épitopes de la myéline
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apparaissent, comme par exemple contre le peptide PLP;75.191 (Miller et al. 1997). Les
résultats de cette étude coincident avec des observations faites chez les patients atteints du
syndrome IMDS (isolated monosymptomatic demyelinating syndrome). Au cours de cette
maladie la réponse lymphocytaire T contre des épitopes de la PLP décroit puis une
autoreactivité contre d’autres épitopes de la PLP apparait quand la maladie évolue en une

sclérose en plaques (Tuohy et al. 1997).
(a)

# Virus

Virus-specific
CD4' T cell

Viral antigen Autoreactive
withsimilarity ~ CD4" T cell
to self antigen
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o

Figure 12 : Vision schématique des mécanismes par lesquels des agents infectieux
pourraient déclencher une autoimmunité.

(a) Le mimétisme moléculaire.

(b) L’activation « bystander ».

(c) L’« epitope spreading ». APC (Antigen presenting cell).

D’apres (Miinz et al. 2009)
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3) L’hypothése du “ fertile field “ (terrain favorable)

Comme nous venons de le voir, il existe, aussi bien chez I’homme que dans les
modeles murins de MAI, de solides preuves de I’implication des agents infectieux dans
I’apparition des MAI. Dans ce cas pourquoi a-t-il été¢ jusqu’alors impossible d’associer un
agent infectieux au développement d’'une MAI de fagon certaine ?

Une hypotheése énoncée par Herrath et al. en 2003 avance la notion de terrain
favorable pour le déclenchement d’une MAI. En effet, de nombreux arguments montrent que
“I’histoire immunologique* de 1’individu est importante, et que 1’événement initiateur d’une
MALI peut se produire longtemps avant le déclenchement proprement dit de la maladie. Ainsi
des études effectuées sur des populations immigrantes montrent que 1’exposition précoce a
des agents infectieux pouvait conférer une susceptibilité au développement de la sclérose en
plaques (Gale & Martyn 1995). De plus, il a ét¢ montré une association entre le taux
d’anticorps anti-nucléaires chez I’adulte et des infections survenues plus tot, chez le
nourrisson (rubéole, oreillons) (Edwards et al. 2006). L’hypothése du “fertile field*
représentée dans la figure 13 (page 47) repose sur le fait que les microorganismes peuvent
induire un état temporaire d’activation du systéme immunitaire (un terrain propice) pouvant
entrainer, si des antigénes du soi sont présents, une activation de lymphocytes T ou B
autoréactifs, sans toutefois conduire immédiatement au déclenchement d’une MAI. Cette
hypothése est séduisante car elle propose que les agents infectieux contribuent a 1’apparition
des MAI en conjonction avec d’autres facteurs, mais ne soient pas forcément les seuls agents

responsables de ces maladies.

4) Un role protecteur ?

Contrairement a ce qui a été développé ci-dessus, certaines études ont montré que les
agents infectieux peuvent dans certains cas avoir un effet protecteur contre les MAIL Ce
concept, appelé hypothése hygiéniste (hygiene hypothesis), a été suggéré par Strachan et al
en 1989, et propose que 1’augmentation de I’incidence des MAI dans les pays occidentaux a
partir de la deuxiéme moiti¢ du XX siécle soit partiellement due a I’accroissement des
conditions d’hygieéne (Strachan 1989). Cette hypotheése est néanmoins trés difficile a vérifier
du fait que les agents pathogeénes dits protecteurs sont rarement identifiés et que les patients

sains ne sont pas suivis de maniére réguliere. C’est pourquoi la plupart des études, allant dans
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le sens d’un effet protecteur des agents infectieux contre les MAI se basent sur des études
rétrospectives. Cependant quelques rares études réalisées sur différents modeles murins de
MALI ont permis de rendre 1’hypothése hygiéniste plus crédible. Il a par exemple été montré
que I’infection de souris NOD avec le parasite Schistosoma mansoni ou avec des virus de la
famille Coxsackievirus peut empécher I’apparition du diabete. Cet effet protecteur serait du a
une forte réponse de type Th2 et I’induction de lymphocyte T régulateurs (Zaccone et al.

2003).

Gender, genetics
Age, immune history LﬁjZ]IIllIllﬂﬂﬂllﬂllm
Exposure to antigen Exposure to antigen
(self, viral, environmental) (self, viral, environmental)

Fertile field Fertile field

Threshold for
! autoimmunity

Virus-induced inflammatory response

QViral antigen
o % ©Self antigen

Macrophage 906 ©0ther antigen
Autoreactive
CD8* T cells
Exposure
to further
L antigens
o ) >
© o 3 Molecular mimicry
Inflammatory
cytokines A
(IFN-y, a/B, Expansion and
TNFu IL-12) ssssssssssssssssmnns » ———————- | development of
o Non-antigen- autoaggressive
o specific activation T cells
4’! TCR-dependent ‘
bystander activation
Self antigen
Viral infection Fertile field Subclinical Autoimmunity
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Figure 13 : L’hypothése du « fertile-field » (terrain favorable).

(a) Représentation schématique de I’hypothése du « fertile-field ». La composante génétique
(fleche du haut) de I’individu ne varie pas tout au long de la vie, alors que 1’age augmente et
“I’histoire immunologique® de I’individu est variable au cours du temps. Le terrain favorable
a I’apparition d’une autoimmunité est symbolisé par la période suivant une infection virale.
(b) L’hypothése du « fertile-field » dans le contexte d’une infection virale. APC (antigen
presenting cells), IFN (interferon), IL-12 (interleukin-12), MHC (major histocompatibility
complex), TCR (T-cell receptor), TNF-o (tumor necrosis factor-a).

D’apres (Herrath et al. 2003).
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B) Les facteurs hormonaux et I’inégalité homme/femme face au

développement des MAI

L’implication de facteurs hormonaux dans la physiopathologie des MAI semble étre
¢vidente compte tenu du sex-ratio observé dans les différentes MAIL. En effet, dans la plupart
des MAL, les femmes sont beaucoup plus touchées que les hommes (Figure 14) (Libert et al.
2010; Fujinami & Oldstone 1985). Les hormones sexuelles ont donc logiquement été

proposées comme des facteurs favorisant I’apparition d’une autoimmunité.

Hashimotos' disease

Sjogren’s syndrome

Addison’s disease

Systemic sclerosis

Systemic lupus erythematosus

Primary biliary cirrhosis

Autoimmune chronic hepatitis

Graves' disease

Antiphospholipid syndrome

Idiopathic thrombocytopenic purpura

Rheumatoid arthritis

Myasthenia gravis

Giant cell arteritis

Pernicious anaemia

Myositis
Multiple sclerosis
Vitiligo
T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
@ Male [ Female % Incidence

Figure 14 : Fréquence des maladies autoimmunes chez les femmes, en comparaison aux
hommes.
D’aprés (Libert et al. 2010)

Bien que des arguments indirects émanant de 1’observation de patients lupiques aillent
en faveur d’un réle des facteurs hormonaux dans le développement des MAI, peu d’études
ont montré de fagon convaincante I’implication de ces hormones dans les modéles murins de
MALI. Ainsi on peut notamment observer chez ’homme que : 1/ la prévalence du LED
augmente avec la puberté et décroit avec la ménopause (Rider & Abdou 2001) ; 2/ la sévérité

de la maladie varie en fonction du cycle menstruel (Ahmed & Talal 1990) ; 3/ une
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augmentation du taux d’oestrogénes et une diminution du taux de testostérone (aussi bien
chez la femme que chez I’homme) sont corrélées a I’entrée dans une phase de poussée de la
maladie (K Maas 2005). De plus, chez la femme enceinte, il a ét¢ montré une augmentation
de la sévérit¢ de la maladie notamment du a I’augmentation du risque de développer une
poussée de la maladie (pour revue (Méarker-Hermann & Fischer-Betz 2010)).

Chez le modele murin de LED BW, les femelles développent une production
d’autoanticorps, une lymphadénopathie, une glomérulonéphrite et meurent de fagon plus
précoce que les males. Il a ét¢ montré que 1’administration d’oestrogénes aux males BW
provoque une rapide augmentation du taux d’autoanticorps de type anti-ADNdb puis le
développement d’une glomérulonéphrite, conduisant a une augmentation de la mortalité
(Roubinian et al. 1978; Gonzalez et al. 2010). De plus des études plus récentes décrivent un
role éventuel des oestrogénes dans la voie de signalisation de PD-1 (programmed cell death
1), un récepteur de la famille des molécules de co-stimulation ayant un role de régulateur
négatif des lymphocytes T (Dinesh et al. 2010). Cependant la connaissance du mécanisme
exact par lequel ces hormones pourraient conduire au développement d’une autoimmunité
nécessite de plus amples investigations.

Smith-Bouvier et al. ont montré de fagon séduisante le réle important du chromosome
X dans la susceptibilité au développement de MAI. Dans cette étude les auteurs ont généré
des souris transgéniques ayant subi une ovariéctomie ou une castration, permettant de
comparer des animaux XX et XY sans influence du type de gonades (ovaires ou testicules).
Leurs résultats montrent que les souris XX sont plus susceptibles de développer une EAE
(encéphalite auto-immune expérimentale) et un LED comparées aux souris XY (Smith-

Bouvier et al. 2008).

C) Les facteurs médicamenteux

Les molécules pharmacologiques peuvent étre a 1origine de manifestations
autoimmunes : le LED est sans conteste la pathologie autoimmune la plus documentée dans
ce domaine. En effet, le DIL (drug induced lupus) constitue environ 10% des cas de LED au
Etats-Unis. Le tableau 7 (page 50) présente la variété¢ des agents pharmacologiques pouvant
étre a I’origine du développement de MALI.

Les mécanismes mis en jeux dans le DIL sont trés dépendants de [’agent

pharmacologique : la procainamide, par exemple, induit un défaut de tolérance centrale dans
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le thymus en affectant la sélection positive des lymphocytes T ; la minocycline pourrait quant

a elle provoquer la production d’autoanticorps par une réaction croisée avec des cytochromes

de la cellule (Chang & Gershwin 2010).

permettra dans 1’avenir de mieux définir leurs implications dans 1’émergence des MALI.

Tableau 7 : L’autoimmunité induite par les médicaments.
ANA (Anti nuclear antibody) ; H2A (Histone 2A) ; DIL (Drug induced lupus) ; ANCA (Anti-

neutrophil cytoplasmic antibodies)

D’apres (Chang & Gershwin 2010).

Une meilleure compréhension des mécanismes d’action des agents pharmacologiques

Drug Approximate Incidence/cases Diseases/symptom Clinical features Autoantibodies reported Dose
date of first reported complexes dependent
report

Procainamide 1962 Approx 20% DIL Arthritis, arthralgias, fever ~ ANA, anti-histone antibodies, Yes

anti-histone—DNA complex
antibodies

Minocycline 1992 >60 cases DIL, autoimmune hepatitis,  Rash, arthralgias, arthritis, ANA No

autoimmune thyroiditis elevated liver enzymes, Anti-ds-DNA
jaundice PANCA
Hydralazine 1968 50% autoantibodies,  DIL, vasculitis Fever, rash, arthralgias, ANA, anti ds-DNA, ANCA Yes
5—10% autoimmune cutaneous involvement,
disease vasculitis, mylagias,
pleuritis, leukopenia

Sulfasalazine 1977 Case reports DIL, vasculitis Inflammatory arthropathy,  Anti-(H2A-H2B)DNA, No

cutaneous vasculitis anti ds-DNA

Aromatase 1998 3.5%—27.8% DIL, sicca syndrome, Arthralgias Not reported No data

inhibitors Sjogren's syndrome,
inflammatory
arthropathies

Isoniazid 1968 Approx 22% DIL Arthralgias, arthritis, Anti-(H2A-H2B)DNA No

anemia, fever, pruritis

Statins 2001 28 cases DIL, dermatomyositis, Myalgias, polyarthralgias, ANA, Anti Jo-1, No

polymyositis, lichen polyarthritis, leukopenia, Anti-histone,
planus pemphigoides photosensitivity, serositis Andi-dsDNA

Cyclosporin 1988 N/A GVH disease — in rat only, N/A N/A No

scleroderma — like disease

Quinidine 1988 7 cases DIL Polyarthropathies ANA, anti-histone No

antibodies

Methyldopa 1968 0.02% Autoimmune Hemolytic anemia + Coombs test No data

hemolytic anemia

D) Autres facteurs environnementaux prédisposant au MAI

Outre les infections, les hormones et les médicaments, il existe d’autres facteurs
environnementaux favorisant 1’apparition des MAL.

Au cours du LED, les manifestations cliniques sont associées a une photosensibilité,
suggérant un réle possible du rayonnement UV (ultra-violets) dans la pathologie. Dans le
cadre d’une exposition prolongée, les UV engendrent une apoptose des kératinocytes au
niveau de la peau, libérant ainsi des autoantigénes qui peuvent étre captés par les cellules de

Langerhans et induire une autoimmunité (Maverakis et al. 2010).
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Certaines études ont également montré une augmentation de la prévalence des MAI
chez les fumeurs, laissant supposer une implication possible de la fumée de cigarette dans
I’apparition des MAI (Arnson et al. 2010). Bien que les mécanismes d’action soient
aujourd’hui controversés, il semble probable que la fumée de cigarette engendre une forte
mort cellulaire, conduisant a une saturation des systémes d’élimination des corps
apoptotiques, pouvant ainsi donner lieu au relargage d’autoantigenes. Il a également été
décrit que la fumée de cigarette peut provoquer une expansion des lymphocytes B

autoréactifs par un mécanisme aujourd’hui inconnu (Grimaldi et al. 2002).
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IV. La génétique des MAL.
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Durant les vingt derni¢res années, un nombre considérable de nouvelles données ont

pu étre récoltées concernant la génétique des MAI. Ceci a été possible grace a de nouveaux

outils techniques comme la mise a disposition de la séquence compléte du génome humain,

les plateformes de séquengage a haut débit et les analyses transcriptomiques (Figure 15). Ces

avancées ont entrainé une réévaluation de la complexité génétique de nombreuses MAI, grace

a la constitution de larges cohortes de patients rendant les études d’associations génétiques

plus représentatives et plus fiables.
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les avancées majeures en génétique
humaine et Didentification des
génes de susceptibilité du lupus.
D’aprés (Moser et al. 2009)



Comme nous I’avons déja mentionné, I’importance des facteurs génétiques au cours
du LED est illustrée par le taux de concordance de la maladie lupique chez les jumeaux
monozygotes qui est de 20 a 40%, comparé a 2 a 5% chez les jumeaux hétérozygotes. Un tres
grand nombre d’études, reposant sur des analyses transcriptomiques, des études d’association
sur des familles multiplex (dans lesquelles au moins deux individus sont atteints de maladie
autoimmune) et d’association sur génome entier (ou GWAS pour genome-wide association
study), couplées a I’analyse de souris transgéniques, ont permis de montrer 1’implication de
nombreux genes dans les MAI (Delgado-Vega et al. 2010; Zenewicz et al. 2010)

Dans cette partie nous énoncerons certains des facteurs génétiques de prédisposition
aux MAI chez ’homme a travers I’exemple du LED ; nous décrirons ensuite les modéles
murins de LED les plus utilisés, et enfin nous établirons la liste de toutes les lignées de souris

transgéniques développant un phénotype de type lupique.

A) Les facteurs génétiques de prédisposition au LED découverts chez

I’homme

1) Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)

Il a été décrit depuis longtemps que les individus portant certains alléles du CMH sont
plus susceptibles de développer un LED (Reinertsen et al. 1978; Gibofsky et al. 1978). Ces
associations ont par la suite été confirmées grace a I’utilisation, sur de larges cohortes de
patients, de nouvelles techniques de génie génétique telle que les études d’associations pan-
génomiques. Dans une étude récente, il a ét€ montré que 1’association génétique la plus forte
avec le LED chez les caucasiens concerne les génes du CMH, et plus précisément la région
6p21.3 s’étalant sur 7,2 Mb (contenant environ 400 génes). Il n’existe pas d’autre région dans
le génome possédant une association aussi évidente avec le LED (International Consortium
for Systemic Lupus Erythematosus Genetics (SLEGEN) et al. 2008; Forabosco et al. 2006).
Les alleles montrant 1’association la plus importante sont ceux codant pour les molécules du
CMH de classe 11 HLA-DR3 et HLA-DR2. Cependant certains génes codant pour des
molécules du CMH d’autres classes telles que celles de classe III semblent également
présenter une tres forte association avec la maladie. Ceci laisse supposer un réle important de

ces geénes dans la susceptibilité au LED. Ces associations peuvent cependant aussi concerner
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des genes situés dans le locus du CMH, mais sans rapport avec le CMH. Par exemple, dans
une de ces études d’associations, le géne MSHS (mutS homologue 5) a été identifié comme
montrant la plus forte association avec le LED (International Consortium for Systemic Lupus
Erythematosus Genetics (SLEGEN) et al. 2008) : ce géne se situe dans le locus codant pour
les molécules du CMH de classe III, et est impliqué dans la commutation de classe
d’immunoglobuline. Il faut noter que le locus du CMH de classe III comprend également les
geénes codant pour les protéines de la cascade du complément comme C4A et C4B, dont la

déficience est également associée au LED (Fernando et al. 2008) (voir ci-dessous).

2) Les génes n’appartenant pas au CMH

Bien que les genes du CMH soient sans aucun doute ceux ayant la plus forte

association avec le LED, d’autres génes on été identifiés comme étant associés a la maladie.

a) Les rares cas de LED monogéniques

Le LED est une maladie polygénique dans laquelle de nombreux génes contribuent a
la maladie, cependant il existe quelques rares cas de LED monogéniques. Le déficit en
certains composants de la cascade du complément est directement associé au LED aussi bien
chez ’homme que chez la souris.

90% des individus ayant un déficit en Clq ou Clr/Cls et 10 a 20% des individus
ayant un déficit en C2 développent un LED (M. Chen et al. 2010). Le déficit en C4 est
¢galement associé a un risque plus élevé de développer un LED chez ’homme. La souris KO
pour les génes Clq ou C4 est caractérisée par une forte production d’autoanticorps de type
anti-nucléaires (ANA) et par le développement d’une glomérulonéphrite (Botto et al. 1998;
Paul et al. 2002) (Tableau 5 page 83).

L’association d’une déficience des protéines de la cascade du complément avec le
développement du LED peut s’expliquer par plusieurs mécanismes : 1/ 1’altération de la
clairance des complexes immuns (autoantigénes / autoanticorps) ; 2/ le défaut d’élimination
des corps apoptotiques ; 3/ un défaut de tolérance, notamment du a des défaut d’élimination
de lymphocytes B autoréactifs lors de la mise en place des mécanismes de tolérance
centrale (Carroll 2000); 4/ I’altération de la production de cytokines (plus particuliérement de

I’TFN et de I’IL-12) par les cellules dendritiques (Truedsson et al. 2007).
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Les mécanismes les plus étudiés sont sans conteste I’élimination des corps
apoptotiques et la clairance des complexes immuns. Il a ét¢ montré une augmentation du
nombre de cellules apoptotiques au cours du LED : les corps apoptotiques ainsi générés
constituent alors une source d’autoantigénes potentiels (de type Ro, La, ADN, snRNP) qui
peuvent initier une production d’autoanticorps (Casciola-Rosen et al. 1994). La cascade du
complément est impliquée dans 1’élimination de ces corps apoptotiques, ce qui explique
qu’une déficience en un composant de cette cascade protéique peut étre a 1’origine du
développement d’un LED (Korb & Ahearn 1997). Concernant 1’élimination des complexes
immuns, il a été décrit une baisse de 1’expression de CR1 (complement receptor 1 ou CD35)
sur les érythrocytes au cours du LED. Ce récepteur est impliqué, dans un cadre non
pathologique, dans 1’élimination des complexes immuns, empéchant le dépot de ces

complexes dans les organes (Arora et al. 2004).

b) Les loci de susceptibilité et les génes de susceptibilité au LED

identifiés chez I’homme

Dans les années 90, les études d’associations basées sur 1’étude de familles multiplex
ont permis d’identifier des loci de susceptibilité pour les MAI. De fagon intéressante certains
de ces loci de susceptibilité semblent étre communs a plusieurs MAI La figure 16 (page 57)
représente les loci de susceptibilité identifiés pour le LED.

Grace a ces études d’association, certains genes ont pu étre identifiés comme
importants dans la maladie lupique. C’est le cas pour les génes IRF5 (interferon regulator
factor 5), PTPN22 (protein tyrosine phosphatase non receptor type 22), FCGR2A (Fc gamma
receptor 2 alpha), FCGR3A4 (Fc gamma receptor 2 alpha), PDCDI (Programmed cell death 1)
et STAT4 (signal transducer and activator of transcription 4) (Arora et al. 2004). Ces études
sont basées sur I’association entre un trait de phénotype des individus au sein de la famille
multiplex étudiée, et une région chromosomique donnée. Ces associations sont trés fortes
dans le cas de maladies montrant une ségrégation de type mendélienne, ce qui n’est pas le cas
pour la plupart des MAI. Au cours du LED, les associations identifiées sont donc modestes
(odds ratio de 1,5 en moyenne) avec une faible significativité statistique. L.’association de
certains de ces génes a cependant ensuite été parfois confirmée lors d’études d’associations

pan-génomiques.
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Figure 16 : Carte des loci de susceptibilité pour le lupus chez I’homme.

Les positions approximatives des loci (rouge) et des genes (fleéches) associés au lupus sont
représentées. *FCGR symbolise la famille des récepteurs FcyR (FCGR2A, FCGR3A et
FCGR3B), COMP symbolise les protéines de la cascade du complément (C2, C4A et C4B).
D’aprés (Crispin et al. 2010).

Depuis 2008 sont parues huit études d’associations pan-génomiques dans le LED,
effectuées sur des populations d’origines caucasiennes et asiatiques (Graham et al. 2008;
Hom et al. 2008; Kozyrev et al. 2008; International Consortium for Systemic Lupus
Erythematosus Genetics (SLEGEN) et al. 2008; J.-W. Han et al. 2009a; W. Yang et al. 2010;
Chung et al. 2011; J. Yang et al. 2011).

Le LED est généralement une maladie polygénique, ceci étant illustré par le fait que
chaque allele est faiblement associé¢ a la maladie. Il se pose donc une question : quelle est la
relevance clinique de ces études d’association génétique ? Un premier ¢lément de réponse
serait que la découverte d’un seul polymorphisme associé a la maladie n’est pas vraiment
utile dans la prédiction des risques de développer un LED, mais que 1’association de plusieurs
de ces alleles serait plutdt nécessaire pour augmenter de facon significative le risque de
développer la maladie. Cependant les combinaisons d’alléles augmentant le risque de
développer la maladie ainsi que les mécanismes aboutissant au développement d’une
autoimmunité restent aujourd’hui mal connus. Un second élément de réponse est que ces
¢tudes d’associations pourraient étre utiles dans la prédiction d’une réponse a un traitement et

ainsi permettre de traiter de fagon ciblée des patients ayant des manifestations cliniques
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particuliéres associés a certains polymorphismes. Enfin, ces études d’associations se sont
avérées étre tres utiles dans ’identification de nouvelles voies biologiques impliquées dans le
LED. Elles doivent donc étre percues non pas seulement comme des outils de prédiction de
risques de développer la maladie, mais plutét comme des outils permettant d’élaborer de
nouvelles hypothéses sur les mécanismes moléculaires aboutissant au développement d’un
LED. Ainsi, par une stratégie dite de « génes candidats », le développement de modeles
animaux génétiquement modifiés permet de valider chez I’animal le réle d’un géne donné
dans le développement d’un LED (Figure 17). Ceci n’est cependant possible que si la
variation d’expression (augmentation ou diminution) d’un gene, si elle existe, est connue

pour un polymorphisme donné, ce qui est rarement le cas aujourd’hui.

Confirm association in humans
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Figure 17 : Stratégie globale de recherche sur le lupus.

Les études sur les patients lupiques et les modéles murins de lupus ont permis la découverte
de nouveaux genes candidats / nouvelles cibles thérapeutiques. Des études plus approfondies
réalisées sur des modéles murins permettent de valider les études préliminaires. Les
traitements qui en découlent sont dans un premier temps testés chez la souris puis chez
I’homme.

D’apres (Perry et al. 2011).
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Nous allons maintenant décrire les fonctions des génes ayant été associés de fagon
reproductible avec le LED chez I’homme, lorsque celles-ci sont connues, en les regroupant
selon leurs implications potentielles dans les différentes voies biologiques (Figure 18). Dans
certains cas, que nous évoquerons, le role des ces geénes dans le développement du LED a été

confirmé chez la souris par le développement de modéles transgéniques.

Immune complex
processing
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Figure 18: Les voies biologiques dans lesquelles sont impliquées les genes de
susceptibilité pour le lupus.

Les génes impliqués dans chacune des voies sont représentés.

BANKI1 (B-cell scaffold protein with ankyrin repeats 1), BLK (B lymphoid tyrosine kinase),
C1Q (complement component 1, q subcomponent), C2 (complement component 2), C4
(complement component 4), CRP (C-reactive protein, pentraxin-related), FCcGR2A (Fc
fragment of IgG, low affinity Ila, receptor (CD32)), FcGR3A (Fc fragment of IgG, low
affinity Illa, receptor (CD16a)), HLA-DR (major histocompatibility complex, class II, Dr;
IFN, interferon), IRAK1 (interleukin 1 receptor-associated kinase 1), IRF5 (interferon
regulatory factor 5), ITGAM (integrin, alpha M), MECP2 (methyl CpG binding protein 2),
PCDCDI1 (programmed cell death 1), PTPN22 (protein tyrosine phosphatase, non-receptor
type 22), PXK (PX domain containing serine/threonine kinase), STAT (signal transducer and
activator of transcription), TLR (Toll-like receptor), TNFAIP3 (tumor necrosis factor-o
induced protein 3), TNFSF4 (tumour necrosis factor superfamily, member 4), TREX1 (three
prime repair exonuclease 1), XKR6 (XK, Kell blood group complex subunit-related family,
member 6).

D’aprées (Harley et al. 2009).

59



1. Les genes impliqués dans I’immunité innée

Les mécanismes de I'immunité innée jouent un réle important dans la
physiopathologie du LED, de ce fait plusieurs génes impliqués notamment dans les voies de
signalisation des TLRs et de I’interféron ont été associés au LED (Figure 19a page 61). En
effet, il a été décrit chez les patients atteints de LED une “signature interféron®, désignant
I’augmentation de I’expression des geénes inductibles par I’interféron, et corrélée avec la
sévérité de la maladie (Crow & Kirou 2004). D’autre part, le géne IRF5 est fortement associé
au LED. IRF5 est un facteur de transcription régulant I’expression des geénes induits par
I’IFNa. Les polymorphismes détectés chez les patients lupiques provoqueraient une
augmentation de la stabilit¢ d’IRFS5, influengant I’initiation de la transcription des genes
inductibles par 'IFN (Cunninghame Graham et al. 2007; Kelly et al. 2008). Un grand nombre
de cellules produisent de I’interféron de type I (IFNa et IFNB) durant une infection virale,
cependant les cellules en produisant le plus sont les cellules dendritiques plasmacytoides
(pDC). Chez des patients lupiques il a été observé une production anormalement élevée
d’IFNa (Hooks et al. 1979; Preble et al. 1982).

Ces études ont permis d’établir un modele expliquant I’implication de la voie de
I’interféron dans le LED. Ce mod¢le fait intervenir la voie de signalisation des TLRs, plus
particulierement TLR7 et TLRY. Il est connu que ces TLRs peuvent reconnaitre des acides
nucléiques provenant notamment de cellules en apoptose, de débris cellulaires ou encore de
complexes immuns. Ainsi 1’activation des voies de signalisation de TLR7 et/ou TLRY va
provoquer une forte production d’interféron de type I par les pDCs, ceci de facon IRF5-
dépendante. De plus I’expression d’IRF5 est dépendante de I'IFNa: ceci laisse donc
supposer un processus de rétrocontrdle positif, pouvant étre un des mécanismes moléculaires
engendrant un emballement de la réponse immunitaire et conduisant au développement d’une

autoimmunité (Figure 20 page 62).
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Figure 19 : Localisation des génes de susceptibilité pour le lupus dans les voies de
signalisation des cellules immunitaires.

(a) Voie des TLR et production d’interféron.

(b) Voies du BCR et du TCR.

(c) Voies des mécanismes de phagocytose et d’élimination des complexes immuns.

BANKI (B-cell scaffold protein with ankyrin repeats 1), BCR (B cell receptor), BLK (B
lymphoid tyrosine kinase), C1Q (complement component 1, subcomponent q), C2
(complement component 2), C3 (complement component 3), C3a (C3 cleavage product a),
C3b (C3 cleavage product b), C4 (complement component 4), CD274 (programmed cell
death 1 ligand 1 precursor), CRP (C-reactive protein), FCGR (Fc fragment of IgG receptor),
HLA-DR (major histocompatibility complex, class II, Dr), IFN (interferon), IrAKI
(interleukin 1 receptor associated kinase-1), IRF (interferon regulatory factor), ITGAM
(integrin alpha M), ITGB2 (integrin, beta 2), MHC2 (CD74 molecule, major
histocompatibility complex, class II invariant chain), PDCD1 (programmed cell death 1),
PDCDILG2 (programmed cell death 1 ligand 2 precursor), PTPN22 (protein tyrosine
phosphatase, non-receptor type 22), STAT (signal transducer and activator of transcription),
TNFAIP3 (tumor necrosis factor-a induced protein 3), TNFRSF4 (tumor necrosis factor
receptor superfamily, member 4), TNFSF4 (tumor necrosis factor superfamily, member 4),
TREXI1 (three prime repair exonuclease 1).

D’aprées (Harley et al. 2009).
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Figure 20 : Schéma d’ensemble du modéle de déclenchement d’une autoimmunité
induite par PIFN[.

pDC (plasmacytoid dendritic cells)

D’aprés (Marshak-Rothstein 2006).

IRAKI (interleukine-1 receptor associated kinase) code pour une protéine impliquée
dans la voie NFkB et ayant pour fonction d’activer TRAF6 (TNF receptor-associated factor
6). Il a été associ¢ au LED dans une étude de 2007 (Jacob et al. 2007). Dans une autre étude
parue en 2009, les mémes auteurs ont montré que le KO d’[rakl dans certains modeles
murins de LED comme les mode¢les Sle! et Sle3 (voir partie “Les modeles murins de LED*
page 72) permettait d’empécher I’apparition de tous les symptomes lupiques normalement
présents chez ces souris (Jacob et al. 2009). Donc I’association d’/RAKI avec le LED chez
I’homme serait plutdt de type « gain de fonction ». De plus, le gene IRAK] est situé sur le
chromosome X, trés proche d’un autre gene associ¢ au LED (MECP2 pour methyl-CpG-
binding protein 2) laissant également supposer que le dosage génétique pourrait étre
important pour expliquer la prévalence du LED chez les femmes (Sawalha et al. 2008). La
proximité des génes IRAKI et MECP2 est d’ailleurs source de controverse, car la région

génomique Xq28 ayant été décrite comme associée au LED englobe les deux genes : ainsi on
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ne sait pas réellement lequel de ces deux geénes est responsable de 1’association observée
(Sawalha 2009).

Le géne STAT4 (signal transducer and activator of transcription 4) code pour un
facteur de transcription impliqué dans la voie JAK/STAT, jouant un rdéle important dans la
signalisation des cytokines et des facteurs de croissance, et régulant de nombreux processus
cellulaires tels que la différenciation, la prolifération et I’apoptose. STAT4 a été associé pour
la premiére fois au développement du LED dans une étude de Remmers et al (Remmers et al.
2007). Bien que cette association fut décrite comme faible pour le LED (odds ratio d’environ
1,25), deux autres études d’associations pan-génomiques ont confirmé cette association
génétique avec plus de force (odds ratio supérieur a 1,5) (International Consortium for
Systemic Lupus Erythematosus Genetics (SLEGEN) et al. 2008; Hom et al. 2008). STAT4
semble étre associ¢ plus particulierement a certaines manifestations cliniques telles qu’une
forte production d’autoanticorps de type anti-ADNdb et la glomérulonéphrite (K. E. Taylor et
al. 2008). De plus, il a été reporté un effet additif de STAT4 et IRF5 dans I’augmentation du
risque de développer un LED montrant encore une fois I’importance de la voie de I’interféron
dans le LED (Abelson et al. 2009).

TNFAIP3 (tumor necrosis factor-o-induced-protein 3) a également été associé au
risque de développer un LED (Graham et al. 2008; Musone et al. 2008). Bien que I’haplotype
soit présent dans une minorit¢é de patients lupiques, il montre néanmoins une forte
significativité statistique (odds ratio de 2,28). Ce géne code pour une protéine nommeée A20
qui a ¢été identifiéee comme un régulateur négatif de la voie NF«xB en provoquant
I’ubiquitination puis la dégradation de TRAF6 et RIP (pour revue (Vereecke et al. 2009)).
Les souris KO pour Tnfaip3 développent un syndrome inflammatoire sévere, sont
hypersensibles a une injection de LPS ou de TNF-a et meurent prématurément a 1’age de 6
semaines (E. G. Lee 2000). Deux études récentes ont montré que le KO conditionnel de
Tnfaip3 dans les lymphocytes B provoque chez la souris une augmentation du nombre de
lymphocytes B dans les centres germinatifs, la production d’autoanticorps et le dépot
d’anticorps au niveau rénal (Tavares et al. 2010; Chu et al. 2011) (Tableau 5 page 83). Ces
résultats montrent I’importance de ce géne dans la prédisposition au LED et propose une
hypothese moléculaire aux études d’associations réalisées préalablement.

TREXI (three prime repair exonuclease 1) est dans de rares cas associ¢ au LED (9
fois sur 417 patients comparé a 0/1712 controles) (Lee-Kirsch et al. 2007). TREXT1 est une
exonucléase initialement impliquée dans le syndrome d’Aicardi-Goutieres (une

leucodystrophie touchant le systéme nerveux central). Cependant une étude réalisée sur une
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lignée de souris Trex! KO a montré I’importance de cette protéine dans la dégradation et la
reconnaissance d’ADN intra-cytoplasmique. Cette reconnaissance peut ensuite stimuler la
production d’IFNa et générer une réponse autoimmune (Stetson et al. 2008) (Tableau 5 page

83).

ii.  Les voies de signalisations des lymphocytes B et T

Une des caractéristiques majeures de la maladie lupique est une production
d’autoanticorps, processus médié par un antigene. De ce fait, les lymphocytes B et T jouent
un role central dans la physiopathologie du LED (voir partie “Les anomalies du systéme
immunitaires au cours du LED* page 27). C’est pourquoi les voies de signalisation du BCR
et du TCR contiennent de nombreux genes de susceptibilit¢ pour le LED qui ont
partiellement été identifiés au cours des récentes avancées de la génétique (Figure 19b page
61).

Au cours de la maturation des lymphocytes T, une augmentation du seuil d’activation
du TCR peut : 1) permettre aux lymphocytes T autoréactifs qui réagissent fortement avec le
soi d’échapper aux mécanismes de sélection négative et de migrer en périphérie, 2) empécher
les lymphocytes T régulateurs (Treg) de contrdler les réponses immunitaires inadaptées. Les
protéines régulant la voie d’activation du TCR sont donc importantes pour controler la force
du signal induit par une liaison d’un peptide au TCR. Certains génes codant pour ces
protéines régulatrices ont été identifiés comme étant des genes de susceptibilité au
développement d’un LED.

PTPN22 (protein tyrosine phosphatase nonreceptor type 22), par exemple, est un géne
codant pour un régulateur négatif de la voie du TCR : la protéine LYP (ou PEP) (Chung &
Criswell 2007). PTPN22 a été dans un premier temps identifié comme un gene de
susceptibilité pour le diabéte de type I par une approche d’étude de geéne candidat (Bottini et
al. 2004), puis dans la polyarthrite rhumatoide et enfin dans le LED grace a des études
d’association sur génome entier (Begovich et al. 2004; Kyogoku et al. 2004). PTPN22 est
I’exemple type d’un geéne de susceptibilité retrouvé dans de nombreuses MAI telles que la
maladie de Basedow, la thyroidite de Hashimoto, la myasthénie (myasthenia gravis), la
sclérose en plaques, le vitiligo ou encore la maladie d’Addison. Plusieurs polymorphismes
sont a l'origine de cette association génétique, le plus documenté étant le remplacement
d’une cytosine par une thymidine en position 1858 qui résulte en un changement d’acide

aminé arginine en tryptophane (R620W) dans la partie codée par I’exon 14 de la protéine
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LYP. LYP a pour fonction de déphosphoryler LCK et ainsi réguler de facon négative le
signal provenant du TCR. La souris Lyp KO présente une hyperactivation des lymphocytes T
combinée a une augmentation de la production d’anticorps, aprés une immunisation avec un
antigéne T-dépendant (Hasegawa et al. 2004). Il semblerait cependant que chez I’homme la
mutation R620W soit plutdt de type gain de fonction (Vang et al. 2005). En effet, il est
aujourd’hui défini que ce polymorphisme empéche la liaison de LYP a la protéine CSK ce
qui a pour conséquence de perturber la régulation du signal provenant du TCR. En effet, CSK
a pour fonction d’inhiber I’activité de LCK et ainsi réduire le signal TCR (pour revue (Chung
& Criswell 2007) : de ce fait, chez ’homme, le polymorphisme identifié conduirait a
empécher CSK d’inhiber LCK. Ainsi, les mécanismes exacts de cette association génétique
restent aujourd’hui encore mal connus.

TNFSF4 (tumor necrosis factor ligand superfamily, member 4) ou OX40L est
exprimé a la surface des cellules présentatrices d’antigéne (CPA). Son récepteur TNFSFR4
(ou OX40) est exprimé a la surface des lymphocytes T. La liaison de OX40L sur OX40
délivre au lymphocyte T un signal de co-stimulation (Stiilber & Strober 1996). Le géne
TNFSF4 a été associ¢ au LED : il est localisé sur le génome prés du cluster de génes codant
pour les récepteurs de la famille FcyR (dont certains membres ont également été associés au
LED) (Cunninghame Graham et al. 2008). Le polymorphisme identifi¢ engendre une
surexpression du géne, donnant un signal de co-stimulation exacerbé qui peut provoquer une
hyperactivation du lymphocyte T et perturber les mécanismes de tolérance.

Un autre geéne de la famille des récepteurs inhibiteurs des lymphocytes T et B a
¢galement été impliqué dans la pathologie lupique. PD-1 (programmed cell death 1 ou
PDCDI) fut I’'un des tous premiers geénes a étre découverts grace aux études d’associations
génétiques dans des familles multiplex (Prokunina et al. 2002). Le SNP associ¢ au LED (PD-
1.3) se trouve dans une partie intronique du géne. Lorsqu’il est présent, ce polymorphisme
empéche la fixation du facteur de transcription RUNXI1 sur I’ADN et perturbe la transcription
de PD-I, abaissant ainsi le seuil d’activation des cellules B et T. Bien que d’autres
publications aient infirmé 1’association de PD-1 avec le LED, une méta-analyse regroupant
plusieurs études d’associations a néanmoins permis de prouver une contribution de PD-/ au

risque développer un LED (Y. H. Lee, Woo, et al. 2009a).

La dérégulation de la voie du BCR est un des mécanismes souvent évoqués dans le
développement de certaines MAIL. Au cours du LED il a ét¢ mis en évidence des

polymorphismes dans des génes codant pour des protéines étant des composants de la voie du
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BCR, ou des protéines impliquées dans la régulation de cette voie. Ces polymorphismes, dans
la plupart des cas, donnent lieu a une hyperactivation du lymphocyte B, qui est un des
phénotypes observés chez les patients atteints de LED.

LYN est un exemple de protéine appartenant a la voie du BCR et dont le géne a été
identifi¢ comme associ¢ au LED (odds ratio 0,8). Cependant, cette association est faible et
restreinte a une population d’origine européenne. De plus, il a ét¢ montré une baisse de
I’expression de LYN chez les patients lupiques (Liossis et al. 2001). Enfin, les souris Lyn
déficientes développent une autoimmunité sévere caractérisée par la forte production
d’autoanticorps, et une glomérulonéphrite médiée par le dépot de complexes immuns (voir
partie “Les souris génétiquement modifiées développant un phénotype lupique™ page 81 et
Tableau 5 page 83) (Hibbs et al. 1995). Tous ces arguments montrent que LYN constitue bien
un gene de susceptibilité pour le LED.

BANKI1 (B cell scaffold adapter protein with ankyrin repeats) est une protéine
adaptatrice exprimée majoritairement par les lymphocytes B, qui a été identifiée par
Yokoyama et al. Dans cette étude, les auteurs ont montré que cette protéine est phosphorylée
suite & une activation du BCR et qu’elle régule le flux calcique via un mécanisme IP3R-
dépendant (Yokoyama et al. 2002). Plus récemment, la génération de la souris Bankl KO a
permis de montrer I’implication de la protéine dans la régulation de la voie du récepteur
CD40 dans les lymphocytes B (Aiba et al. 2006). Les souris Bank! KO montrent également
une augmentation du nombre de lymphocytes B des centres germinatifs et une augmentation
de la sécrétion d’IgM suite a une immunisation avec un antigéne T-dépendant. En 2008, une
¢tude a décrit I’association de trois SNPs dans le géne BANK! avec un risque de développer
un LED (odds ratio 1,38) (Kozyrev et al. 2008). Cette association a ensuite été confirmée
dans une deuxiéme étude d’association pan-génomique effectuée sur des patients lupiques
présentant une production d’autoanticorps de type anti-ADNdb (Chung et al. 2011). Ces
polymorphismes affectent des domaines importants pour la fonction de la protéine comme
par exemple le domaine d’interaction avec LYN. Ces défauts peuvent, encore une fois,
provoquer une activation prolongée ou une hyperactivation du lymphocyte B en réponse a
une stimulation antigénique, phénoménes classiquement observés chez les patients lupiques.

Un deuxiéme geéne exprimé essentiellement dans les lymphocytes B a été identifié
dans plusieurs études comme un facteur de risque pour le LED, le géne BLK (odds ratio 1,33)
(Hom et al. 2008). BLK (B-lymphoid tyrosine kinase) est un membre de la famille des
tyrosine kinases Src. Peu de données sont aujourd’hui disponibles quant a la fonction de ces

protéines dans les lymphocytes B. BLK pourrait jouer un rdle dans le développement des
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lymphocytes B, plus précisement dans la formation du pré-BCR (Tretter 2003). La souris Blk
KO n’a pas de phénotype apparent. L’association de BLK avec le LED est aujourd’hui
controversée, car une méta-analyse récente indique qu’il est nécessaire d’analyser un nombre
plus important de patients avant de pouvoir définir BLK comme un géne de susceptibilité

pour le LED (Ye Fan et al. 2010).

iii.  Genes impliqués dans d’autres voies biologiques

ITGAM (integrin, alpha M), plus connu sous le nom de Mac-1 ou CDI11b, a été
associé¢ au LED dans deux études indépendantes réalisées en 2008 (International Consortium
for Systemic Lupus Erythematosus Genetics (SLEGEN) et al. 2008; Nath et al. 2008). Ce
géne code pour une protéine ayant un role dans I’élimination des complexes immuns,
I’adhésion et la migration cellulaire (Figure 19¢ page 61). Une méta-analyse récente a permis
de confirmer que ce geéne est bien associé¢ au LED (Y Fan et al. 2011). Il est intéressant de
noter que l’allele responsable de 1’association avec le LED est monomorphique dans les
populations asiatiques (S. Han et al. 2009b) : ceci montre bien que certains polymorphismes
de susceptibilité peuvent étre spécifiques d’une population donnée.

Il existe également plusieurs geénes ayant été associés au LED par les études
d’associations sur génome entier mais n’ayant pas de fonction connue dans le systéme
immunitaire. Ces génes sont probablement parmi les plus intéressants car ils ouvrent un large
champ d’investigation pour les prochaines années. L’¢tude des geénes KIAA1542, PXK,
XKR6, FAM167A4, ATG5 et d’autres permettront peut étre d’identifier de nouvelles voies
biologiques importantes dans la physiopathologie du LED.

3) Les mécanismes épigénétiques dans le LED humain

L’¢épigénétique désigne une modification de 1’expression des génes n’étant pas due a
un changement dans la séquence de I’ADN. La méthylation de I’ADN et 1’acétylation ou la
méthylation des histones sont les principaux mécanismes épigénétiques.

Plusieurs arguments sont en faveur d’une composante épigénétique dans le
développement du LED: 1/ certains médicaments provoquant la déméthylation de I’ADN
peuvent causer une maladie de type lupique; 2/ I’ADN des lymphocytes T du sang de
patients lupiques est hypométhylé (Richardson et al. 1990) ; 3/ le taux de concordance de la
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maladie chez les jumeaux monozygotes n’est pas de 100% et, chez les jumeaux monozygotes
n’ayant pas tous les deux développé la maladie, seul le jumeau malade montre une
déméthylation de ’ADN dans ses lymphocytes (Javierre et al. 2010) ; 4/ DNMT1 (DNA
(cytosine-5-)-methyltransferase 1), une enzyme permettant la méthylation de ’ADN, est
sous-exprimée dans les lymphocytes T du sang de patients lupiques (C. Deng et al. 2001).

GADD45a est une enzyme impliquée dans la déméthylation de I’ADN, et est
impliquée dans la pathologie lupique (Tableau 5 page 83). Il a ét¢ montré que cette enzyme
est surexprimée dans les lymphocytes T de patients atteints de LED. De plus le niveau
d’expression de GADDA45a est corrélé avec le SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index) et inversement corrélé au taux global de méthylation de I’ADN
(Yaping Li et al. 2010). D’autres protéines comme RFX1 (regulatory factor X 1) et PP2Ac
(protein phosphatase 2), contrdlant la méthylation de I’ADN, sont dérégulées dans les
lymphocytes T de patients atteints de LED.

Les histone-acétyl-transférases (HATs) et les histone-déacetylases (HDAC) sont les
enzymes qui régulent 1’accessibilité a la chromatine. Dans les lymphocytes T de patients
lupiques le niveau global d’acétylation des histones H3 et H4 est plus faible que chez des
individus sains, suggérant un défaut de régulation des HATs ou des HDAC au cours de la
maladie (Hu et al. 2008).

Ainsi la dérégulation de certains mécanismes épigénétiques semble impliquée dans le
développement du LED. Il reste cependant a découvrir les geénes cibles de I’hypométhylation

de I’ADN, ainsi que la nature des modifications observées sur les histones au cours du LED.

4) Les analyses du transcriptome reéalisées chez les patients

atteints de LED

A partir des années 2000, le développement de la technologie des microarrays a
permis de mesurer 1’expression de plusieurs milliers de génes simultanément, ouvrant ainsi
un nouveau champ d’étude pour la compréhension des mécanismes physiopathologiques de
nombreuses pathologies, dont le LED. Les analyses transcriptomiques réalisées chez des
patients atteints de LED sont résumées dans le tableau 8 (page 69). Elles ont permis de mieux
comprendre les fonctions, les régulations et les interactions des geénes dans une pathologie
caractérisée par une grande hétérogénéité, que se soit en termes de manifestations cliniques

ou de sévérité.
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Tableau 8 : Les analyses microarrays réalisées sur les PBMCs de patients lupiques.

Technologie Nbre de | Patients/ controles | Voies biologiques Références
génes
Microarray 375 21 LED/ 12 TNF, IL-6 (Rus et al. 2002)
Aftfymetrix U95 > 4000 24LED/9 Inflammation, second (Kevin Maas et al.
messager, autoantigénes, 2002)
apoptose, ubiquitine
protéasome, cycle cellulaire
Affymetrix U95 12000 48 LED / 42 Interféron (Baechler et al. 2003)
Mergen expressChip 12000 30LED/9 Interféron, granulocyte (Bennett et al. 2003)
Expression Diagnostic | 3002 10LED/ 18 Interféron (G.-M. Han et al.
2003)
Aftfymetrix U95 > 8000 22LED/9 Interféron (Crow &
Wohlgemuth 2003)
Corning GAPS slides | 12000 SLED/ 18 Inflammation, adhésion (Mandel et al. 2004)
cellulaire, réparation de
I’ADN, apoptose
Panorama Cytokine 3602 11 LED/2 Interféron (Peterson et al. 2004)
Gene array membrane
GF211 Gene filter 375 12 LED inactifs Protéase, TNFa (Rus et al. 2004)
Microarrays (cytokin
es)
GF211 Gene filter 5184 6 LED /3 TNF, CD22, SnRNP, (Pereira et al. 2004)
Microarrays splicing factor 3a
? Home made 5184 41LED/6 Signature similaire dans (K Maas 2005)
famille lupique
? Home made 256 269 entre patients Interféron lien avec la (Nikpour et al. 2008)
sévérité du LED
? Home made 25342 LT triés de Homing, activation LT (Lyons et al. 2010)
13 LED /25
? Home made 960 LT triés de ? (Trevisan et al. 2006)

7LED/6
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En 2002, Rus et al. furent les premiers a réaliser une étude transcriptomique sur des
PBMC:s (peripheral blood mononuclear cells) issues de 21 patients atteints de LED, comparés
a 12 contréles, en utilisant des ADNc marqués au P** (Rus et al. 2002). Sur les 375 génes
¢tudiés, 50 furent identifiés comme différentiellement exprimés entre les patients et les
contrdles : parmi ces génes on peut citer les génes TNF/death receptor, I’'IL-1, le géne IL-8 et
le géne codant son récepteur.

Dans une autre étude, Maas et al. comparerent le niveau d’expression de plus de 4000
geénes dans les PBMCs de 24 patients lupiques, permettant 1’identification d’un cluster de
génes communs comprenant 95 geénes surexprimés codant notamment pour différents
médiateurs pro-inflammatoires (MSTP9, BDNF, CES1, ELA3) et pour des seconds
messagers de certaines voies d’activation (DGKA, DGKD). D’autres génes sous-exprimés
furent également identifiés, jouant un role dans des processus tels que I’apoptose (TRADD,
TRAP2, TRIP, TRAF2, CASP6, CASPS8, TP53) ou l’ubiquitination (UBE2M, UBE2G?2,
POH]I) (Kevin Maas et al. 2002).

Dans une troisiéme étude, Mandel et al. identifierent un pattern d’expression génique
spécifique chez 5 patients lupiques, comprenant 723 génes surexprimés et 423 génes sous-
exprimés. Parmi les geénes identifiés certains sont impliqués dans les processus
inflammatoires (/F116, BATI), dans la réparation de I’ADN (POLS, MBD4, ERCC3, MSH3),
I’adhésion cellulaire (NELL2, EED, CCR2, TSCI), dans la régulation négative de la
prolifération cellulaire (DDXT) et dans I’apoptose (TIAL1) (Mandel et al. 2004).

Comme nous I’avons évoqué précédemment, I’'I[FNo est une cytokine depuis
longtemps décrite comme exercant un rdole important dans la pathogénie du LED. En 2003,
deux équipes ont réalis€ une analyse transcriptomique de PBMCs de patients lupiques a
I’aide de puces Affymetrix (U95) permettant de mesurer I’expression simultanée de 12000
genes. Ces deux études ont mis en évidence une surexpression des génes induits par la voie
de I'IFN chez les patients lupiques, en comparaison aux individus sains. La premiére de ces
études est basée sur I’analyse du transcriptome de 30 enfants atteints de LED pédiatrique, en
comparaison a 9 controles sains appariés. Un “clustering* hiérarchique a permis de montrer
que les genes les plus fortement surexprimés étaient des génes inductibles par une stimulation
interféron (par exemple IFIT1, IRF7B, MXI, MX2, IFI6 a 16, XIAP, ISG15). Les auteurs ont
nommé ce pattern particulier d’expression la “signature interféron® (Bennett et al. 2003).
Dans la deuxiéme étude, le profil d’expression de PBMCs de 48 patients atteints de LED a

¢été analysé. 53 des 161 génes différentiellement exprimés chez les patients lupiques sont liés
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a la voie de l’interféron. Parmi ces génes on peut citer SERPINGI, OASL, LY6E, XIAP
associated factor-1. De plus, dans cette étude, le niveau d’expression de ces geénes semble
étre corrélé a la sévérité des manifestations cliniques observées chez les patients. D’autres
études transcriptomiques ont également confirmé I’existence d’une “signature interféron® au
cours du LED. Han et al., en utilisant un autre systéme de microarrays, ont également montré
une augmentation du niveau des transcrits codants pour des genes tels que IFITI, IFIT2,
IFIT4, LY6E, OASI1, OAS2, OASL (G.-M. Han et al. 2003). Enfin de fagon similaire, Crow et
al. ont montrés une surexpression de certains geénes régulés par I’interféron (PRKR,
APOBEC3C, OAS3 et IRF7) chez 22 patients atteints de LED (Crow & Kirou 2004).
Cependant, une étude longitudinale réalisée sur 11 patients lupiques indique que la réponse
interféron (mesurée par microarrays) n’est pas corrélée a la sévérité de la maladie ni a ces
différents stades (quiescence / poussée) (Petri et al. 2009). Il est important de préciser que
souvent, ces études ont été réalisées sur des PBMCs totaux, et sur des groupes de patients
lupiques relativement hétérogeénes en terme de sévérité de la maladie.

Plus récemment, des études plus fines, analysant le profil d’expression des génes dans
des populations de cellules mieux définies (lymphocyte T ou B, monocytes, etc...) ont permis
d’identifier de nouvelles voies biologiques importantes au cours du LED. Ainsi, une analyse
transcriptomique sur des lymphocytes T triés a partir de PBMCs de patients lupiques a
permis de mettre en évidence un pattern d’expression particulier des lymphocytes T
comprenant des geénes importants dans le homing et la survie des lymphocytes T (CXCR6,
BNIP3L, CFLAR) (Lyons et al. 2010). Enfin une étude transcriptomique sur des lymphocytes
B triés issus de patients atteints de LED présentant des degrés de sévérité de la maladie trés
différents a été réalisé en 2006. Dans cette étude les auteurs décrivent 8 nouveaux genes
potentielement impliqués dans la pathologie lupique (Trevisan et al. 2006).

En conclusion, les deux principaux défauts des analyses transcriptomiques réalisées
chez les patients lupiques sont : 1/ I’hétérogénéité en terme de sévérité et d’évolutivité des
patients choisis dans ces études ; 2/ I'utilisation de PBMCs qui constitue une population trés
hétérogene, ne comprenant que 1 a 10% de lymphocytes B.

Ainsi, une seule a été réalisée sur des lymphocytes B triés, justifiant ainsi ’analyse
transcriptomique réalisée par notre laboratoire, et dont nous reparlerons dans la partie

« résultats ».
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B) Les modéles murins de LED

L’étude des mécanismes physiopathologiques impliqués dans le développement du
LED a été rendue possible grace a I’existence de modeles murins développant des
manifestations cliniques proches de celles observées chez les patients lupiques. Ces modeles
murins ont permis de mettre en évidence I’'importance de certaines voies biologiques dans
I’établissement d’une autoimmunité. Il existe plusieurs modeles murins de LED qui peuvent
étre spontanés ou induits et permettent de reproduire certains traits phénotypiques de la
pathologie humaine. Ces mod¢les possédent chacun leurs propres spécificités telles que des
traits phénotypiques, des anomalies immunitaires et des facteurs génétiques et hormonaux
particuliers. Ils illustrent également la diversité des facteurs qui participent a 1’apparition,
I’expression clinique et 1’hétérogénéité de la maladie lupique (pour revue (Theofilopoulos &

Dixon 1985)).

1) Les modéles spontanés

a) Le modele (NZBxNZW) F1

Le mod¢ele (NZBXxNZW) F1 (ou BW) est un des modeles murins de LED les plus
étudiés. Il est issu du croisement de deux lignées parentales appelées NZB (New Zealand
Black) et NZW (New Zealand White).

La lignée NZB présente une prolifération anormale des cellules B et une
augmentation de la production d’IgM. Les signes d’autoimmunité sont représentés par une
anémie hémolytique responsable de la mort prématurée de I’animal, et par la présence
d’anticorps anti-thymocytes et anti-ADN dont le taux est corrélé a la survenue tardive d’une
glomérulonéphrite vers 1’age de 18 a 20 mois.

La souris NZW présente peu d’anomalies du systéme immunitaire, limitées a
quelques dépots glomérulaires d’immunoglobulines et a la production tardive d’autoanticorps
de type anti-nucléaires. Cependant, sa contribution génétique a la maladie lupique développée
par les souris hybrides de premicre génération (NZB x NZW) F1 (ou BW) est trés

importante.
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Ces souris BW constituent le modele le plus proche de la maladie humaine. La
maladie apparait plus précocement et est plus sévere chez les femelles. Ces animaux
développent des autoanticorps de type anti-nucléaires, anti-ADN, anti-ARN, anti-histones et
anti-ribonucléoprotéines, responsables de la formation de complexes immuns se fixant au
niveau rénal. Ces dépdts vont par la suite provoquer le développement d’une
glomérulonéphrite sévére, apparaissant vers 1’age de 5-6 mois, et responsable de la mort de
I’animal vers 1’age de 10-12 mois.

En 1994, Morel et al. ont réalisé la premiére étude d’association génétique chez une
lignée de souris trés proche de la souris BW (plus précisément le modele NZM2410 qui est
un croisement accidentel d’une souris BW avec une souris NZW, et présente le méme type de
pathologie que la souris BW), permettant ainsi 1’identification de trois loci de susceptibilité
étant significativement corrélés a 1’apparition de certains traits phénotypiques de la maladie :
les loci Slel, Sle2 et Sle3 (L Morel et al. 1994). Outre les loci de susceptibilité, les auteurs ont
¢galement mis en évidence I’existence de loci de résistance a la maladie, le plus important
étant le locus Slels. Ces résultats sont en cohérence avec les résultats obtenus au cours des
¢tudes effectuées chez ’homme, qui montrent que c’est 1’additivité de plusieurs loci de
susceptibilité et de résistance présents dans le génome d’un individu qui va dicter 1’apparition
d’un LED. Comme évoqué précédemment, 1’étude de ces trois loci transférés isolément sur
un fond génétique de type C57BL/6 a permis de montrer que les loci Slel, Sle2 et Sle3
contribuent a 1’apparition de différents traits de phénotype chez la souris NZW2410. Ainsi le
locus Slel est responsable de la rupture de tolérance vis a vis des antigénes nucléaires,
permettant la prolifération de lymphocytes B et T autoréactifs et aboutissant a la production
d’autoanticorps anti-nucléaires (Mohan et al. 1998). Le locus Sle2 serait quant a lui plutot
impliqué dans I’hyperactivation des lymphocytes B et I’augmentation du nombre de cellules
B-1 (Mohan et al. 1997). Enfin le locus S/e3 jouerait un réle dans la baisse de 1I’AICD
(activation induced cell death) des lymphocytes T CD4" (Figure 21 page 74) (Mohan et al.
1999). En poursuivant cette approche congénique, Morel et al. sont ensuite parvenus a
subdiviser les loci Slel, Sle2 et Sle3 en de multiples sous-loci permettant d’affiner les
résultats obtenus et ainsi réduire le nombre de génes contenus dans chaque loci (Tableau 9

page 75, Tableau 10 page 76 et Figure 22 page 74) (pour revue (Laurence Morel 2010)).
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Figure 21 : Mode¢le décrivant les trois étapes impliquées dans la pathogénie du lupus,
ainsi que les génes/loci de susceptibilité associées a ces étapes.
D’aprés (Nguyen et al. 2002).
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Figure 22 : Distribution génomique des loci de susceptibilités (en vert) identifiés par des
études de liaison chez la souris.
D’aprés (Nguyen et al. 2002).
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Introduction - La génétique des MAI

Tableau 9: Loci et sous-loci identifiés sur les chromosomes 1 a 4 grace a ’approche
congénique de Morel et al.

(QTL) Quantitative trait locus.

D’apres (Laurence Morel 2010).

qQrL Chromosome Susceptible Congenicstrain Major autoimmune Candidate
(congenic Interval)* strain phenotype gene’
Bxsd 1 {(0-40Mb) BXSB B10.Yaa.Bxs1/4 Increased autoantibody Unknown
spectrum and titer
Bxsl 1 (40-90Mb) BXSB B10.YaaBxs1/4 Glome rulo nephritis Unknown
Bxs2 1 (90-160Mb) BXSB B10.Yaa.Bxs 1/2 Increased titers of antidsDNA ~ Marco
B10.Yaa.Bxs2/3 158G
Bxs3 1 (160-200 Mb) BXSB B10.Yaa.Bxs2/3 Increased autoantibody titer; Unknown
glomerulone phritis
Unnamed 1 (60-192Mb) NZB B6.NZBc1 Autoantibodies; B-cell Unknown
activation; glome rulonephritis
Sle1 1 (154-197 Mb) NZM2410 BB Slel Antichromatin gG; Beelland  Unknown
(NZW) T<ell activation
Slela.l, 1 (170Mb) NZM2410 B6.Skelal Antichromatin IgG; activated  Unknown
Slela.2 1{171-173Mb) (NZW) B6.Ske1a.2 autoreactive CD4" T cells
Unnamed 1 (173 Mb) NZM2410 B6.Ske1(111-148)  Abnormal germinal center Fegrzb
(NZW) formation
Slelb 1 (173-174Mb) NZM2410 B6.Slkelb Anti-chromatin gG; defect in Slamf1
(NZW) B-cell tolerance Slamf2
Slamfs
Slamf6
Sleld 1 {175-188Mb) NZM2410 (B6.Ske1[113-407] Glomerulonephritis severity Unknown
(NZW) x NZW)F1
Slelcl, 1{194-197 Mb) NZM2410 B6.Slkelc Anti-chromatin |gG; defect in Cr2
Slelc2 1{190-193 Mb) (NZW) B-cell tolerance; activated
autoreactive CD4* T cells
FCgnz1 1(82-112cM) NZM2328 NZM.C57Lcl Reduced glomerulonephritis Unknown
(NZW)
Slel16 1 (170-180Mb) 129 B6.129-Sle16 ANA; defect in Beell tolerance  Unknown
Nba2 1 (90-98cM) NZB B&.Nba2 Type | IFN-dependent ANA; 1202
BE.Nba2.Yaa altered antibody responses; Fcgr2b
persistence of plasma cells; Fcgr2b
monocytosis
Mag 1 (82-100¢cM) MRL/MpJ BEMRLc1{82-100) AntidsDNA I1gG antibodies; Unknown
immunecomplex-mediated
glomerulone phritis
Sle18 3 (39-129Mb) B6 129.86-Ske18 Autoantibodies; activated Unknown
T cells; gomerulone phritis
Adnz1 4 (25-147 Mb) NZM2328 NZM.C57Lcd Glomerulonephritis Unknown
(NZW)
Sle2 4 (50-129Mb) NZM2410 B6.Ske2 Lower threshold of B cell Unknown
(NZW/NZB) activation; increased numbers
of Bla cells; polyclonal lgM
autoantibodies; defect in
B-cell tolerance
Sle2a 4 (50-80Mb) NZM2410 B6.Ske2a Increased numbers of Unknown
(NZW) B6.Ske1.Sk3Sk2a Bila cells, Increased
glomerulonep hritis
Sle2b 4 (91-100Mb) NZM2410 B6.Ske2b Increased numbers of Ifna
(NZW) B6.Slke1.Ske3.Slkk2b Bila cells, Increased
glomerulone phritis;
decreased IFN«a production
Sle2¢c 4 (104-117 Mb) NZM2410 (NZB) B6.Ske2c1 Increased numbers of Unknown
Bila cells
Unnamed 4 (30-150Mb) NZB BE.NZBcAL Increased numbers of Bla Unknown
and natural killer T cells
Lhw2 4 (129-134Mb) NZB BWF1L.NZW-Lbw2 B-cell activation Unknown
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Tableau 10 : Loci et sous-loci identifiés sur les chromosomes 5 a 19 grace a ’approche

congénique de Morel et al.

(QTL) Quantitative trait locus.
D’aprées (Laurence Morel 2010).

QTL Chromosome Susceptible Congenic strain Major autoimmune phenotype Candidate
(congenic interval)*  strain genes
Sle5 7 (4-20Mb) NZM2410 B6.Sle1Sle5 Severe lupus when Sle5 and Siel Unknown
(NZW) are co-expressed
Sle3.1 7 (50.7-124Mb) NZM2410 B6.Sle3 Severe lupus when Sie3 and Siel are  Kik
(NZW) B6.Sle1Sle3 coexporessed activated B cells and
T cells; accelerated renal pathology
when Sle3 alone expressed
Sle3.2 7 (53.5-124 Mb) NZM2410 B6.5/e3(158-40) Severe lupus when combined Unknown
(NZW) B6.Sle1S/e3(158-40) with Slel; activated T cells
Nba5 7 (4-27cM) NZB B6.NZB-Nba5 Yaa Increased anti-gp70 antibody Unknown
production and glomerulonephritis
Lmb3 7 (3-65Mb) MRL B7.MRL.c7 Fas® Enhanced Fas-deficiency mediated Unknown
autoimmunity
Lmb3 7 (16-94 Mb) B6-Fas*/ MRL.B6-Lmb3 Fas'"™ T-cell proliferation, apoptosis Corola
Scr and activation
Ssh2 12 (15-26Mb) BALB/c B6.FcyR2B-sbb2%* Suppressed production of Unknown
Fcgr2b-induced pathogenic
autoantibodies
Spg3 13 (60-72Mb) NZW B6.NZW-Sgp3/2 Gp70-anti-gp70 antibodies; Unknown
NZB B6.NZW-Sgp3/2 Yaa autoantibodies, enhanced
BXSB B6.NZB-Sgp3 Yaa-induced autoimmunity,
B10.BXSB-Sgp3 abnormal RNA retrovirus expression,
TLR7-dependent anti-gp70
antibodies
Unnamed 13 (38-120Mb) NZB B6.NZBc13 Autoantibodies, B-cell activation, Unknown
glomerulonephritis
Sles1 17 (34-35Mb) NZW, 129 B6.Sle1Sles1 Suppressed Slel phenotypes Unknown
Rec.6

Bien que tous les génes de susceptibilité présents dans ces loci ne soient pas encore

identifiés, certains polymorphismes sont actuellement en cours de validation dans différentes

¢tudes effectuées chez la souris. De plus, certains de ces variants ont été associés a la maladie

humaine, permettant de valider 'implication de certains génes dans la maladie et

d’augmenter le poids des découvertes réalisées chez la souris. Ainsi un alléle particulier du

géne FclIRIIb, un régulateur négatif de la voie d’activation du lymphocyte B, contribue au

phénotype autoimmun observé chez la souris NZM2410 (Rahman et al. 2007) : ce géne a par

la suite été associ¢ au LED humain dans plusieurs études (Y. H. Lee, Ji, et al. 2009D).
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b) Le modele MRL/Ipr

La lignée MRL-/pr/lpr est une lignée présentant un fond génétique complexe. La
maladie est identique chez les males et les femelles, plus séveére que chez la souris BW
femelle et est caractérisée par une forte production d’autoanticorps de type anti-nucléaire,
anti-ADNsb, anti-ADNdb et anti-Sm. Ces souris développent un syndrome
lymphoprolifératif, responsable de lymphadénopathies di essentiellement a 1’accumulation
de lymphocytes T double-négatifs (CD4 CD8B220"), d’une splénomégalie, de vascularite et
d’arthrite. La raison de I’apparition d’un tel phénotype est la présence d’une mutation dans le
geéne Fas (appelée /pr) responsable d’un défaut de transcription de I’ARNm codant pour le
récepteur Fas, sur un fond génétique particulier, le fond MRL (voir ci-dessous).

Le récepteur Fas fait partie de la famille des TNF-R (tumor necrosis factor receptor)
et induit une apoptose apres liaison de son ligand FasL. Le défaut de transcription du géne
Fas du a la mutation /pr est le résultat d’une insertion d’un retrotransposon (ETn) introduisant
un site d’épissage alternatif, donnant lieu a la production d’un transcrit instable. Il est
aujourd’hui bien décrit que le phénotype de la souris MRL//pr est bien di a un défaut de la
voie du récepteur Fas. En effet, il a été confirmé que les lymphocytes B et T ayant un
récepteur Fas non-fonctionnel ont bien un défaut d’apoptose (Reap et al. 1995) ; d’autre part
une mutation (appelée gld pour generalized lymphoproliferative disease) du géne FASL,
codant pour le ligand du récepteur Fas, déclenche chez la souris MRL une MAI similaire a
celle observée chez la souris MRL//pr (Takahashi et al. 1994; Lynch et al. 1994). Chez
I’homme une dérégulation de la voie de signalisation de Fas engendre un syndrome
lymphoprolifératif autoimmun (ALPS pour autoimmune lymphoproliferative syndrome) qui
comporte des similarités avec le LED (Teachey et al. 2010).

L’effet du fond génétique MRL n’est pas négligeable dans 1’apparition du syndrome
lupique chez la souris MRL/lpr, puisque la mutation /pr, lorsqu’elle est portée sur d’autres
fonds génétiques tels que C3H/HelJ ou C57BL/6J, ne permet pas le développement d’une
glomérulonéphrite (Izui et al. 1984). De plus les souris MRL ne portant pas la mutation lpr
développent ¢également une néphrite, bien que I’apparition de la maladie soit
considérablement retardée. Les études sur les bases génétiques du phénotype lupique observé
chez la souris MRL/[pr sont nettement moins avancées que pour la souris BW. Cependant,
des études d’associations génétiques sur des souris (MRL-/pr x C57BL/6-Ipr)F2 ont permis
I’identification de 4 loci de susceptibilité liés a la production d’autoanticorps anti-ADNdDb et

a la glomérulonéphrite : les loci Lmbl, Lmb2, Lmb3 et Lmb4 (Vidal et al. 1998). Le locus
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Lmb3 en particulier, a montré une forte association avec la lymphoprolifération, et plus
précisément avec la prolifération des lymphocytes T (Santiago-Raber et al. 2007). En 2008,
Haraldsson et al. ont montré qu’une mutation dans le géne codant pour la Coronin-1A (situé¢
dans le locus Lmb3) permet de réduire considérablement le phénotype lupique de la souris
MRL/Ipr grace a une diminution de I’activation et une augmentation de l’apoptose des
lymphocytes T (Haraldsson et al. 2008). Une étude plus approfondie du fond génétique MRL
permettra a 1’avenir d’identifier de nouveaux genes de susceptibilité pour 1’apparition de

I’autoimmunité chez la souris MRL//pr.

¢c) Le modele BXSB

Dans la lignée BXSB, le syndrome lupique s’observe chez pratiquement 100% des
animaux. Chez le male, la maladie est plus sévere et apparait plus précocement que chez la
femelle. Les manifestations autoimmunes sont dominées par la production d’anticorps anti-
ADN de classe IgG2a et I[gG2b, une hypocomplémentémie et la production de complexes
immuns responsables d’une glomérulonéphrite sévére, responsable de la mort de 1’animal a
I’age de 5-6 mois (14-15 mois chez la femelle).

La prévalence et la sévérité de la maladie chez le male laisse supposer 1’existence
d’un loci de susceptibilit¢ au niveau du chromosome Y ou I’implication de facteurs
hormonaux. Or D’orchiectomie chez le male ainsi que l’ovariéctomie chez la femelle
n’affectent en rien 1’apparition de la maladie, ce qui rend peu probable 1’hypothése d’un role
des hormones sexuelles dans la maladie chez ces souris. Par contre, le chromosome Y des
souris BXSB accélere et exacerbe la maladie chez les souris ayant un fond génétique de type
NZW ou MRL. On sait aujourd’hui que le phénotype observé chez le male BXSB est lié a un
segment génomique porté par le chromosome Y appelé Yaa (pour Y-linked autoimmune
accelerator). Yaa est due a une translocation d’une partie télomérique du chromosome X sur
le chromosome Y. Cette région chromosomique contient au moins 16 génes qui sont
surexprimés d’environ un facteur 2 chez la souris BXSB (Pisitkun et al. 2006; Subramanian
et al. 2006). Parmi ces genes on peut citer le géne codant pour le récepteur TLR7 (Toll-like
receptor 7), qui pourrait étre a I’origine de 1’accélération et 1’exacerbation de la maladie chez
la souris BXSB male en donnant un second signal d’activation aux lymphocytes B. Il a été
montré que la délétion du geéne T/r7 endogeéne (sur le chromosome X) permet de réduire

I’activation des lymphocytes B, la splénomégalie, la glomérulonéphrite et d’augmenter la
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survie des souris BXSB (Deane et al. 2007). De plus certaines études réalisées chez des
patients lupiques ont montré une association de certains polymorphismes permettant une
surexpression du géne 7LR7, avec la maladie (Shen et al. 2010).

Bien que, comme nous venons de le voir, le phénotype lupique observé chez la souris
BXSB soit largement di au segment de genes Yaa, le fond génétique BXSB joue également
un réle dans la maladie. Ceci est illustré par le fait que le transfert du chromosome Y (de la
souche BXSB) sur un fond génétique C57BL6/J ou CBA ne permet pas le développement
d’un LED chez ces souris (Hudgins et al. 1985). Les études de liaison génétique réalisées sur
les souris BXSB a permis I’identification de loci de susceptibilité pour certains traits de
phénotype observés chez la souris BXSB. Ces loci se trouvent sur les chromosomes 1, 3 et
13, sont nommés Bxs/ a 6 et sont tous dérivés de la lignée parentale SB/Le, sauf Bxs)5. La
région Bxs3 semble étre la plus fortement associée a la maladie. De fagon intéressante les
régions Slel décrites dans le modele BW et Bxs3 se chevauchent, laissant supposer une
importance accrue de cette région dans la susceptibilit¢ au LED. Parmi les 4 loci de
susceptibilité situés au niveau du chromosome 1, seul Bxs2 contient un gene candidat
potentiel : le géne Marco (macrophage receptor wilth collagenous structure). Les souris
congéniques portant le loci Bxs2 présentent une diminution de I’ARNm et de la protéine
Marco, conduisant a un déficit d’élimination des corps apoptotiques, un des facteurs

initiateurs d’autoimmunité (Mufoz et al. 2010).

2) Les modéles induits de LED

Contrairement aux mod¢les décrits plus haut, dans lesquels les facteurs génétiques
jouent un rdle primordial, les modeles induits de LED développent la maladie aprés une

exposition a certains agents chimiques.

a) Le LED induit par le pristane

L’injection de pristane (ou 2,6,10,14 tétraméthylpentadecane ou TMPD), une
molécule retrouvée dans I’huile minérale, a des souris Balb/c, va générer la production
d’autoanticorps caractéristiques du LED tels que des autoanticorps anti-RNP
(ribonucléoprotéine), anti-ADN, anti-histones, et ceci a des taux comparables a ceux trouvés

chez la souris MRL/Ipr (Satoh & Reeves 1994). Ces souris développent également une

79



néphrite liée au dépdt de complexes immuns au niveau rénal. La susceptibilité au pristane est
retrouvée dans d’autres lignées de souris ayant un fond génétique différent. Cependant la
maladie est nettement réduite (Satoh et al. 2000). D’autre part, a I’instar de la maladie
humaine et de celle des souris BW, les femelles sont plus affectées par le traitement au
pristane que les males (Smith et al. 2007).

Les cytokines IL-6, IL-12 et I’interféron de type I jouent un role important dans la
maladie induite par le pristane : ainsi, les souris //-6 KO présentent une diminution notable de
la production d’anticorps anti-ANDdb, anti-ADNsb et anti-chromatine (Richards et al. 1998),
alors que le KO du géne //-12 empéche la production d’IgG anti-RNP et le développement de
la néphrite lupique (Calvani et al. 2003). L’administration de pristane induit la production
d’IFN de type I selon un mécanisme dépendant de TLR7 et de MyD88 (P. Y. Lee et al.
2008). Ceci est illustré par le fait qu'une déficience en 71r7 empéche la production d’IFN de
type I, bloque totalement la production d’autoanticorps et le développement de la néphrite

chez les souris traitées au pristane (P. Y. Lee et al. 2008).

b) Le LED induit par le mercure

Un phénotype lupique peut également survenir chez la souris par injection sous-
cutanée de mercure (Hg), par ingestion de chlorure de mercure (HgCl,), ou par inhalation de
vapeurs de mercure. L’exposition au mercure a des conséquences variables en fonction du
fond génétique de la souris, allant d’une absence totale de réponse a l’apparition d’une
maladie sévere caractérisée par une lymphadénopathie, une hypergammaglobulinémie, une
production d’autoanticorps et une glomérulonéphrite médiée par le dépdt de complexes
immuns (POLLARD et al. 2005).

Les mécanismes responsables du phénotype lupique aprés une exposition au mercure
sont trés peu connus, cependant il est suspecté que le mercure pourrait induire une forte mort
cellulaire suivi par le clivage de certains autoantigénes (Pollard et al. 2000). La phagocytose
de ces autoantigénes par les CPA (macrophage, cellules dendritiques) pourrait ensuite
provoquer D’activation des lymphocytes T CD4" ainsi que d’autres cellules comme les
cellules NK (natural killer), provoquant une réponse immunitaire contre des composants du

soi (Pollard & Landberg 2001).
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3) Les souris génétiquement modifiées développant un phénotype

lupique

Un certain nombre de souris transgéniques, KO, knock in (KI) ou possédant une
mutation dans un geéne, développent un phénotype de type lupique. Dans le tableau 5 (page
83) sont consignées toutes les souris présentant une déficience ou une surexpression d’un seul
gene qui provoque 1’apparition de manifestations autoimmunes ressemblant a celle observées
au cours du LED. Les genes y sont regroupés en fonction de leurs implications dans certains
des mécanismes pouvant conduire & une autoimmunité, a savoir: 1/ I’hyperactivation des
lymphocytes B, 2/ I’hyperactivation des lymphocytes T, 3/ un défaut d’apoptose, 4/ une
augmentation de la présentation antigénique, 5/ I’établissement d’un profil cytokinique pro-
autoimmun, et 6/ un défaut de clairance des corps apoptotiques.

Parmi les geénes induisant une augmentation de 1’activation des lymphocytes B on
trouve CD45, CD19, Aiolos, PKCo, Tnfaip3, Actl et Siae. On retrouve également des génes
codant pour des protéines appartenant aux voies régulatrices du lymphocyte B tels que CD22,
Lyn, SHP-1, FcyRIIb et SHIP, dont nous avons parlés plus en détail dans la partie “Le rdle
central du lymphocyte B*“ (page 30). D’autres genes comme BAFF, TACI, CD40L et Mitf
sont importants dans le maintien de I’homéostasie des lymphocytes B. Enfin, les mécanismes
par lesquels la surexpression de Fli-1 et le KO de PECAM-1 engendrent une hyperactivation
des lymphocytes B ne sont aujourd’hui pas déterminés.

Les genes CTLA-4, PD-1, Mgat5, Roquin, Gadd45a a y, E2F, TGFf1, LAT, Pcmtl,
G2A, Cbl-b, p21 et LIGHT sont impliqués dans une hyperactivation des lymphocytes T.

L’altération des mécanismes d’apoptose de la cellule est également un des
mécanismes contribuant a I’apparition d’un LED. De ce fait, les souris KO pour les génes
Bim, IL-2 et son récepteur, Ras GRP1, TSAd, Stral3, ou transgéniques pour les geénes Bcl-2
ou IEX-1, développent certains traits de phénotypes caractéristiques du LED.

Les génes associés a un défaut de clairance des corps apoptotiques sont Clg, C4, la
famille des genes Tyro 3 (Merk, Tyro3, AxI), DNAse 1 et Ro. Une déficience en 1’'un de ces
geénes va avoir pour conséquence d’augmenter la quantité d’autoantigénes potentiels chez la
souris.

Les mécanismes impliqués dans I’apparition d’un phénotype lupique chez les souris
Nfe2l2, Man2al ou Mark2 déficientes ne sont a ce jour toujours pas connus.

En conclusion, un phénotype lupique peut étre obtenu chez la souris par une altération

unique dans la séquence d’une multitude de génes. Nombre de ces défauts menent a une
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défaillance dans les voies biologiques qui régulent I’homéostasie, I’activation et I’apoptose
des lymphocytes T et B ; ceci est compatible avec les différentes hypothéses relatives a la

physiopathologie de la maladie lupique.
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Tableau S : Les souris génétiquement modifiées développant des manifestations

lupiques.
Nom N01‘n du Modéle Chr. Man.l festations Références
gene autoimmunes
Hyperactivation des lymphocytes B
Lymphoprolifération,
CD45 Ptprc KI 1 | AcADNdb, splénomégalie, | (Majeti et al. 2000)
GN
GN tardives ur fond
FcyRIIb FclOR2b | KO 1 | C57BL/6 Aggravation du (Yajima et al. 2003)
LED
, . (Hibbs et al. 1995;
Lyn Lyn KO 4 sipliimniie, Lyipad il Nishimura et al.
AutoAc, GN 1999)
KO KO : Baisse du nombre de
. . tranfert LB ; transfert chez Rag™ : .
b Wity souris e pas de baisse des LB, mais Aot giel, 2085
Rag” hyperIgM, AcADNsb et FR
CD22 cd22 | KO 7 | AutoAc g?ézgeeftﬁl'llg%%?
CDI19 cdl9  |T g || SUERGHEG AR | poan o TouT)
& B1, hyperlgG, autoAc '
(Khare et al. 2000;
BAFF, BLyS Tnfsfi3b | Tg 8 | AutoAc, GN Mackay ct al. 1999)
. AutoAc, dépots Ig rénale
. KO spé N (Tavares et al. 2010;
A20 Tnfaip3 LB 10 apres inj e’:cthn de CpG, Chu et al. 2011)
splénomégalie, GN
Sl (Q. Liu et al. 1998;
SHIP Inpp5d KO 1 augmentation LIS eSS, Helgason et al.
augmentation du taux 2000)
sérique IgM/G2a/G2b/G3/A
Mutation Augmentation du nombre de (Shultz 1988; Pao et
SHP-1 Pipn6 z‘(’;};;‘ge” 5 | Bl lypemsivation LE al. 2007) (Shultz
LB KO Spé B: AcADN,GN | 199®)
Actl Aet-] KO 5 ANA, splénomégalie, (Qian et al. 2004;

lymphadénopathie, GN

Qian et al. 2008)
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Nom Non‘n du Modéle Chr. Man.l festations Références
gene autoimmunes
9-O-acetyl sialic . (A Cariappa et al.
acid esterase R == E 2009)
. . Hyperplasie lymphoide, (L. Zhang et al.
By AL Te ? | AutoAc, GN 1995)
. Lymphoprolifération fatale, | (Seshasayee et al.
TACI Taci KO 11 AutoAc, GN 2003)
Aiolos Aiolos KO 11 | HyperlgG, AutoAc (1‘19912) WEECEL
PECAM-1,CD31 | Pecaml | KO 11 | ANA, GN tardive gx())&ggmson ctal.
Splénomégalie,
N lymphadénopathie, (Mecklenbriuker et
Protein kinase C6 | Prkcd KO 14 hyperlgM/G1/G2a, al. 2002)
AcADNdb, GN
Hyperactivation des lymphocytes T
(Tivol et al. 1995;
CTLA-4 Cdl52 KO 1 Inﬁltratpn lymph(?cytalre, Tivol et al. 1997;
myocardite, pancréatite Waterhouse et al.
1995)
Arthrite proliférative, GN, (Nishimura et al.
PD-1 Pdedl | RO b | depot d'IgG3 1999)
Mannoside acetyl .
glucosaminyltransf | Mgat5 KO 1 | GN proliférative g]ggrlr;etrlou etal.
erase 5
. Mutation AutoAcs, augmentation des )
Roquin Rc3hl M199R 1 oy et du nombre de GCs (Vinuesa et al. 2005)
Gadddso Gadd45a | KO 3 AqtoAc, GN, mortalité (Salvador et al.
précoce 2002)
Infiltrats lymphocytaires
E2F2 E2f2 KO 4 tardifs, GN, ANA (Murga et al. 2001)
TGFp1 Tefbl KO 7 | Infiltration lymphocytaire (Dang et al. 1995)
bl 7 Lat KI 7 | Lymphoprolifération (EORIIEH ChEl

activation of T cell

2002)
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Nom Non‘n du Modéle Chr. Man.l festations Références
gene autoimmunes
Protein-L-
SOEEREE 0 s |lke 10 | AcADNdb et GN (Doyle et al. 2003)
aspartate) O-
methyltransferase 1
Splénomégalie, dépdt d’Ig
rénale, pas d’AutoAc;
Gadd45p Gadd45b | KO 10 | Gadd45B/Gadd45y double (L. Liu et al. 2005)
KO : splénomégalie,
AutoAc, GN
Hyperplasie lymphoide
G2A Grpl132 | KO 12 el Autiohs, N (Le et al. 2001)
Gadd45y Gadd®> I ko 13 | Synergie avec Gadd45B KO | (L. Liu et al. 2005)
Infiltrat lymphocytaire, (Bachmaier et al.
Cbl-b Cbl-b KO 16 AcADNdb 2000)
i AcChromatin, GN (Balomenos et al
p2cipt/val Cdknla | KO 17 | préférentiellement chez les ’
2000)
femelles
Hyperplasie lymphoide,
LIGHT Tnfsfl4 | Tg 17 | AutoAc, GN, infiltrats (J. Wang et al. 2001)
lymphocytaires
Défaut d’apoptose
Hyperplasie lymphoide (A Strasser et al.
e Basr | g L' | hyperleG, AutoAc, GN 1991)
Lymphoprolifération, (Willerford et al.
L2 G2 JBE S 2 | hyperlgG, AutoAc, AcRBC | 1995)
LT CD4" AICD-résistante,
Ras GRP1 Rasgrpl | Mutation 2 | lymphoprolifération, (Layer et al. 2003)
AutoAc
Augmentation du
. compartiment lymphoide et | (P Bouillet et al.
L] e 2| e, Auivhe, N 1999)
vascularites
Lymphoprolifération,
IL-2 12 KO 3 hyperlgG, AutoAc, AcRBC (Sadlack et al. 1995)
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Nom Nox‘n du Modele Chr. Man.l festations Références
gene autoimmunes
Baisse de I’apoptose des
TSAd Sh2d2a | KO 3 | LT, hyperlgG, AutoAcs, (Drappa et al. 2003)
GN
Hyperplasie lymphoide,
Stral3 Stral3 KO 11 AutoAc, GN (Sun et al. 2001)
Lymphoprolifération, .
IL-2Rp 12r] KO 15 hyperlgG, AutoAc, ACRBC (Suzuki et al. 1995)
Lymphoprolifération,
IEX-1 ler3 Tg 17 | AutoAc, GN, Iésions (% ATg Cel
. . 2002)
cutanées, arthrites
Lymphadénopathie,
AutoAc, GN, augmentation | (Di Cristofano et al.
Pten Pien I B e 1 st chez 1999)
femelle
Augmentation de la présentation antigénique
CD154, CD40L Cd40lg | Tgspé LB | X | AutoAc tardifs, GN (Higuchi et al. 2002)
Environnement cytokinique pro-autoimmun
30 repair Myocardite, infiltrats (Stetson et al. 2008;
exonuclease 1 iz == 9 lymphocytaires Morita et al. 2004)
. i (Carballo et al.
7636 RGO R 1998; Lai et al.
. . Zfp36 KO 7 | complexe : cachexie, ’
(tristetraprolin) d : : 1999; G. A. Taylor
ermatite, arthrite et al. 1996)
AutoAc, GN
IFN-y Ifnl] Tg 10 | préférentiellement chez les | (Seery et al. 1997)
femelles
IL-4 14 Tg 11 | HyperlgG1/E, AutoAc, GN | (Erb et al. 1997)
Défaut d’élimination des corps apoptotiques
Ro, SS-A Trove2 | KO | | AcRibosome, (Xue et al. 2003)

AcChromatine, GN
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Nom Non‘n du Modele Chr. Man.l festations Références
gene autoimmunes
Triple KO (Tyro3, Axl,
Mertk):lymphoprolifération,
TYRO3 Tyro3 KO 2 [ g vite LS & L, (Lu & Lemke 2001)
AutoAc, GN
C-mer proto-
. AutoAc (Mertk KO seul),
oncogene tyrosine | Mertk KO 2 (oo sy TYIRGS) (Cohen et al. 2002)
kinase
(Botto et al. 1998;
Clqa Clga KO 4 | AutoAc, GN Walport et al. 1998)
Milk fat globule- sl (Hanayama et al
EGF factor 8 Mfge8 KO 7 | augmentation du nombre de 2004) '
acto GC, AutoAcs, GN
DNasel Dnasel | KO 16 | ANA, GN (Napirei et al. 2000)
Complement o5 G
P Cc4 KO 17 | préférentiellement chez les | (Z. Chen et al. 2000)
component 4 f
emelles
Autres mécanismes
Nrf2 (antioxidant) | Nfe212 | KO p | Ut SORING G, | orn o iy
splénomégalie
a-mannosidase II Man2al | KO 17 | HyperlgG, AutoAc, GN (Chui et al. 2001)
Retard de croissance,
Emk, Par-1 Mark2 KO 19 | splénomégalie, infiltrats (Hurov et al. 2001)
lymphocytaires, GN
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Presentation du projet
de these






Ces travaux de thése font partie d’un projet plus large initié au laboratoire en 2005,
qui vise a identifier des anomalies génétiques des lymphocytes B au cours du LED.

Comme nous I’avons évoqué précédemment (Partie « Introduction »), les lymphocytes
B jouent un role central dans la pathogénie du LED, et des défauts génétiques responsables
du développement de la maladie pourraient étre intrinséquement présents dans les
lymphocytes B de patients lupiques. Dans le but d’identifier ces défauts, une analyse du
transcriptome de lymphocytes B issus de patients lupiques quiescents en comparaison a des
sujets sains a été réalisée au laboratoire. Le choix d’inclure dans 1’étude uniquement des
patients ayant un LED quiescent avait pour but d’éviter au mieux la sélection de génes dont
la dérégulation serait due a I’activation des lymphocytes B obervée au cours des poussées et
qui ne sont pas spécifiques de la maladie. Cette étude transcriptomique a permis d’établir une
liste de génes sous-exprimés ou sur-exprimés dans les lymphocytes B de patients lupiques.
Les criteres utilisés dans le choix des geénes a étudier sont de différentes natures, se basant sur
la biologie de ces génes (rdle connu ou potentiel dans les lymphocytes B, dans les
mécanismes de tolérance ou dans I’autoimmunité) ou sur des arguments purement statistiques
(faible FDR (« False Discovery Rate »), forte significativité statistique).

Ce projet de thése propose d’explorer les effets de la dérégulation de I’expression de
deux de ces génes candidats (Carabin et Sh3kbpl) sur la fonction des LB et le développement
d’une autoimmunité chez la souris, en utilisant une approche de génomique fonctionnelle.
Ces deux genes sont fortement conservés entre 1’homme et la souris et ont été identifiés
comme sous-exprimés dans les lymphocytes B des patients de la cohorte.

Dans le but d’étudier la conséquence de la sous-expression de ces genes et leur
fonction, nous avons mis en place plusieurs stratégies :

1/ nous avons dans un premier temps créé¢ des constructions lentivirales permettant
I’expression de shRNA spécifiques de ’ARNm du gene d’intérét, que nous avons ensuite
utilisées pour générer des lignées de cellules B (cellules murines A20) et des souris
transgéniques lentivirales sous-exprimant les génes d’intérét.

2/ nous avons également généré des souris KO et KO conditionnelles pour Carabin, et
obtenu récemment des souris KO pour Sh3kbpl, permettant d’évaluer I’effet d’une
déficience totale du géne d’intérét sur le phénotype des lymphocytes B et sur le

développement éventuel de manifestations autoimmunes in vivo.

Les geénes que nous avons étudiés se nomment 7bcld10c (ou Carabin) qui est sous-
exprimé au cours du LED humain (p=0,012), et Sh3kbp1 (ou CINS85 ou Ruk ou SETA) qui est

également sous-exprimé chez les patients lupiques (p=0,007).
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Dans une premiére partie nous verrons les résultats de 1’analyse transcriptomique de 17
patients atteints de LED quiescent comparés a 9 sujets sains. Nous décrirons ensuite les
résultats obtenus relatifs a la fonction du géne 7hcldI0c puis dans une derniére partie nous

verrons les données obtenues concernant la fonction de Sh3kbpl.
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Materiels et methodes
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I. Analyse transcriptomique de
lymphocytes B issus de patients
atteints de lupus quiescent

Toutes les méthodes utilisées dans cette partie de 1’étude sont exposées dans les

rubriques “Matériels et Méthodes* de I’article 1.

I1. Etude du gene Carabin

Certaines méthodes utilisées dans cette partie de 1’étude sont exposées dans les

rubriques “Matériels et Méthodes* de I’article 2.

A) Préparation d’ADNc de splénocytes totaux et de lymphocytes B
spléniques de souris Balb/c et BW

1) Dissection de rate de souris Balb/c et BW

La rate de souris Balb/c et BW agées de six mois est reprise dans du PBS (Phosphate
Buffer Saline :137mM NaCl, 2,7mM KCl, 4,3mM Na,HPO4,7H,0, 1,4mM KH,POj4) puis
dilacérée a l’aide d’une seringue. Aprés comptage sur hématimétre de Neubauer, les

splénocytes sont centrifugées 5'a 1500 rpm.

2) Préparation d’ARN de splénocytes totaux ou de
lymphocytes B spléniques de souris Balb/c et BW

Le culot de splénocytes totaux ou de lymphocytes B spléniques triés de rate de souris

Balb/c et BW est repris dans du TRIzol (Invitrogen) dans un rapport de 1ml de TRIzol pour
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10.10° cellules. Aprés un temps d’incubation de 15' permettant la dissociation compléte des
complexes nucléoprotéiques, 200ul de chloroforme sont ajoutés pour 5'. Le mélange est
ensuite centrifugé 15' a 14000 rpm a 4°C ce qui forme deux phases : une phase aqueuse
contenant I’ARN et une phase contenant le phénol-chloroforme. Aprés prélévement de la
phase aqueuse, I’ARN est précipité par ajout de 400ul d’isopropanol suivi d’un temps
d’incubation de 10'. Apres une centrifugation de 10' a 14000 rpm, le culot d’ARN est lavé
avec de I’éthanol 75% puis repris dans 20 pl d’eau bidistillée. L’ARN est ensuite quantifié

par mesure de la DO a 260nm.

3) Préparation d’ADNc¢

Pour la synthése d'ADNc, 1 ug d'ARN a été ajouté a une solution contenant 2 ul de
pdN6 (amorce consensus a 10uM (Pharmacia)) et 1 pul de ANTP a 10mM, gsp 10 pl H,O
bidistillée, puis mis a incuber pour 5' a 65°C suivi de 2' sur glace. Ensuite, 4 ul de FSB 5X
(First Strand Buffer, Invitrogen), 2 ul de DTT 0,1M (Dithiothreitol, Cleland's reageat), 1ul de
RNaseOut (40U) (Invitrogen) et lul de transcriptase inverse Superscript III (200U)
(Invitrogen) ont été ajoutés. Le mélange est ensuite placé aux températures suivantes : 5' a

25°C, suivi de 50" a 42°C puis 15'a 70°C, dans ’appareil a PCR (Applied Biosystems).

B) Clonage du vecteur pTOPO-Tbc1d10c-V5

1) Amplification par PCR de la partie codante de 7hbcld10c

5 ul d'ADNCc issu de splénocytes totaux ou de lymphocytes B triés de rate Balb/c ont
été utilisés comme matrice pour les réactions de PCR. Le couple d'oligonucléotides LIP28 et
LIP31 a été utilisé pour amplifier la phase codante de 7bcldl0c (Figure 25, page 139). Les
séquences des oligonucléotides sont les suivantes :

LIP 28 — 5'-CACCATGGCCCAGGCCCTGGGAGAGGA-3'5 (Sigma)

LIP 31 — 5-GAATCGGGTGTCCAGGAAAGAGGCAGAGC-3' (Sigma)

5 ul de Tampon 5X (ClonTech), 2,5 ul de GC Melt SM (ClonTech), 0,5 pl de chaque
oligonucléotide a 10 uM, 1 ul de dANTP a 10mM (Invitrogen), 0,5 ul de TaqGC 50X
(ClonTech) et H,O bidistillée gsp 25 ul ont été mélangés et incubés dans 1’appareil a PCR
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(Applied Biosystems). Les conditions de PCR sont les suivantes : 94°C 5’ ; puis 25 cycles de
90°C 30’, 63,4°C 30*’, 72°C 2’ ; enfin 72°C 7°.

2) Purification du fragment d'ADN d’intérét

La réaction de PCR et un marqueur de taille (MBI Fermentas) sont déposés sur gel
d’agarose LMG (Low Melting Gel (Invitrogen) coloré au Bromure d'Ethidium) a 1% dans du
tampon TAE (0,04 M Tris base ; 0,002 M EDTA-Na,), afin de séparer le fragment a cloner.
Apres migration, la bande de la bonne taille est découpée sous une lampe UV (Ultra-Violet

longeur d'onde de 365nm) et ’ADN est purifi¢ a 1’aide d’un Kit (Quick Extraction Kit de
Qiagen).

3) Ligation dans le vecteur pTOPO-VS5

L’insert Thc1d10c (fragment de 1332pb) est présent dans un rapport molaire de 0,5/ 1
fois par rapport au vecteur pTOPO-V5 (fragment de 6846pb) (vecteur : 20ng ; insert : 24ng).
La réaction de ligation se fait pendant 10' a température ambiante en présence de 1 pl
solution saline (1,2 M NaCl, 0,06 M MgCl,) dans un volume de H,O bidistillée qsp 10uL
(pcDNA 3.1 Directional TOPO Expression Kit (Invitrogen))

4) Transformation de bactéries compétentes

La totalité de la ligation est ensuite ajoutée a 50 ul de bactéries compétentes TOP10
(Invitrogen). Apres 30' d'incubation sur glace, un choc thermique est réalis¢ en plagant les
bactéries 90" a 42°C puis 2' sur glace. 800 ul de S.0.C. (2% Tryptone, 0,5% de Yeast
Extract, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgSO,, 10 mM MgCl,, 20mM Glucose) sont
ajoutés, puis le mélange est mis a incuber 45' a 37°C. Les bactéries sont ensuite étalées sur
une boite de pétri contenant de 1'agar, et de 1'ampicilline a 10mg/ml (Euromedex) et incubées

toute la nuit a 37°C.
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5) Criblage de colonies positives

Les colonies obtenues apres transformation de bactéries compétentes, sont criblées
pour vérifier la présence du vecteur pTOPO-Tbc1d10c-V5. Les colonies sont dans un premier
temps repiquées dans 100 pl d'H,O bidistillée, puis une réaction de PCR est réalisée en
utilisant les oligonucléotides T7 (5'-taatacgactcactataggg-3") (Sigma) et LIP 34 (5'-
GCTACAGGTCCCTGAGCCT-3") (Sigma). 20 ul de bactéries sont lysées (5' a 80°C), puis
10 pl de mélange de PCR sont ajoutés (mélange de PCR : 0,5 pul de chaque oligonucléotide
(Ci: 10 uM), 0,6 pl de NTP a 10mM (Invitrogen), 6 ul de tampon 5X, 2,4 ul de MgCl, (Ci :
2,5 mM), 0,2 ul de GoTaq (Ci : 5U/ul ) (Promega)). Les conditions de PCR sont les suivantes
: 94°C 5' ; puis 35 cycles a 94°C 30", 55°C 30", 72°C 40" ; enfin 72°C 10' (appareil a PCR
Applied Biosystems). Pour les colonies possédant l'insert la taille attendue est de 621pb ; si

l'insert n'est pas présent aucune amplification n'est possible.

6) Séquencage

Apres production du vecteur par mini-préparation d'ADN plasmidique, celui-ci a été
séquencé en mélangeant : 1 pl de vecteur (2pg), 2 ul de BigDye Terminator v3.1 Cycle
(Applied Biosystems) et 1 ul d'oligonucléotide T7 (5'-taatacgactcactataggg-3') a 10 uM
(Sigma) ou BGH (5'-cctcgactgtgecttet-3") a 10 uM (Sigma), ou des oligonucléotides
s'hybridant tout le long de la séquence d'intérét, qsp 10 ul H,O bidistillée. Les réactions de
séquence sont ensuite placées dans le séquenceur (ABI Prism 3100 Genetic Analyser). Les

séquences obtenues sont analysées a l'aide du logiciel Vector NTI 10.0.3 (Invitrogen).

C) Clonage des vecteurs pSUPER

1) Choix des shRNA dirigés contre Carabin

Le choix des shRNA a été réalisé a I'aide de la méthode développée par Tuschl et al :
http://jura.wi.mit.edu/bioc/siRNAext/ (Pei & Tuschl 2006). Huit shRNA on été choisi en vue

du clonage dans le vecteur pSUPER. Les oligonucléotides utilisés pour préparer ces ShRNA

sont :
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shRNA n° 1 Oligonucléotide "Sens"
GATCCCCCGATACAAGAAGGTAAAGATTCAAGAGATCTTTACCTTCTTGTATCGT
TTTTGGAAA

Oligonucléotide "Antisens"
AGCTTTTCCAAAAACGATACAAGAAGGTAAAGATCTCTTGAATCTTTACCTTCTT
GTATCGGGG

shRNA n° 2 Oligonucléotide "Sens"
GATCCCCCACTTTAAGGACTGTATCATTCAAGAGATGATACAGTCCTTAAAGTGT
TTTTGGAAA

Oligonucléotide "Antisens"
AGCTTTTCCAAAAACACTTTAAGGACTGTATCATCTCTTGAATGATACAGTCCTT
AAAGTGGGG

shRNA n° 3 Oligonucléotide "Sens"
GATCCCCGAACTACAGGATGATTCTATTCAAGAGATAGAATCATCCTGTAGTTCT
TTTTGGAAA

Oligonucléotide "Antisens"
AGCTTTTCCAAAAAGAACTACAGGATGATTCTATCTCTTGAATAGAATCATCCTG
TAGTTCGGG

shRNA n° 4 Oligonucléotide "Sens"
GATCCCCGGACTTGTTATCAGAACTATTCAAGAGATAGTTCTGATAACAAGTCCT
TTTTGGAAA

Oligonucléotide "Antisens"
AGCTTTTCCAAAAAGGACTTGTTATCAGAACTATCTCTTGAATAGTTCTGATAAC
AAGTCCGGG

shRNA n° 5 Oligonucléotide "Sens"
GATCCCCACCTTACACTGGGAGAAGATTCAAGAGATCTTCTCCCAGTGTAAGGTT
TTTTGGAAA

Oligonucléotide "Antisens"
AGCTTTTCCAAAAAACCTTACACTGGGAGAAGATCTCTTGAATCTTCTCCCAGTG
TAAGGTGGG

shRNA n° 6 Oligonucléotide "Sens"
GATCCCCCGAGTCCTGCAACAGGAAATTCAAGAGATTTCCTGTTGCAGGACTCGT
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TTTTGGAAA

Oligonucléotide "Antisens"
AGCTTTTCCAAAAACGAGTCCTGCAACAGGAAATCTCTTGAATTTCCTGTTGCAG
GACTCGGGG

shRNA n° 7 Oligonucléotide "Sens"
GATCCCCGCATGTATCCTCTATTGCTTTCAAGAGAAGCAATAGAGGATACATGCT
TTTTGGAAA

Oligonucléotide "Antisens"
AGCTTTTCCAAAAAGCATGTATCCTCTATTGCTTCTCTTGAAAGCAATAGAGGAT
ACATGCGGG

shRNA n° 8 Oligonucléotide "Sens"
GATCCCCCATCAAAGCCAGCACTGAATTCAAGAGATTCAGTGCTGGCTTTGATGT
TTTTGGAAA

Oligonucléotide "Antisens"
AGCTTTTCCAAAAACATCAAAGCCAGCACTGAATCTCTTGAATTCAGTGCTGGCT
TTGATGGGG

Les parties en noir correspondent a la séquence cible.

2) Choix des shRNA dirigés contre Sh3kbp1

Cing shRNA on été choisi en vue du clonage dans le vecteur pSUPER en utilisant la
méme méthodes que pour le géne Carabin. Les oligonucléotides utilisés pour préparer ces

shRNA sont :

shRNA n° 1 Oligonucléotide "Sens"

GATCCCCGCATGATGATGAGCTGACATTCAAGAGATGTCAGCTCATCATCATGC
TTTTTGGAAA

Oligonucléotide "Antisens"

AGCTTTTCCAAAAAGCATGATGATGAGCTGACATCTCTTGAATGTCAGCTCATC
ATCATGCGGG

shRNA n° 2 Oligonucléotide "Sens"
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GATCCCCAAGTCAAGCTTAAGAGAAATTCAAGAGATTTCTCTTAAGCTTGACTT
TTTTTGGAAA

Oligonucléotide "Antisens"

AGCTTTTCCAAAAAAAGTCAAGCTTAAGAGAAATCTCTTGAATTTCTCTTAAGCT
TGACTTGGG

shRNA n° 3 Oligonucléotide "Sens"

GATCCCCGGAAGGAGATATAGTGACTTTCAAGAGAAGTCACTATATCTCCTTCC
TTTTTGGAAA

Oligonucléotide "Antisens"

AGCTTTTCCAAAAAGGAAGGAGATATAGTGACTTCTCTTGAAAGTCACTATATC
TCCTTCCGGG

shRNA n° 4 Oligonucléotide "Sens"

GATCCCCAGAACAGAAGAGAAAGAAATTCAAGAGATTTCTTTCTCTTCTGTTCT
TTTTTGGAAA

Oligonucléotide "Antisens"

AGCTTTTCCAAAAAAGAACAGAAGAGAAAGAAATCTCTTGAATTTCTTTCTCTT
CTGTTCTGGG

shRNA n° 5 Oligonucléotide "Sens"

GATCCCCGATATCATCTACTGAGAAATTCAAGAGATTTCTCAGTAGATGATATC
TTTTTGGAAA

Oligonucléotide "Antisens"
AGCTTTTCCAAAAAGATATCATCTACTGAGAAATCTCTTGAATTTCTCAGTAGAT
GATATCGGG

3) Génération des shRNA

Deux oligonucléotides sens et antisens sont hybridés (3 pg de chaque oligonucléotide
gsp 50 ul dans un tampon d'hybridation : 100mM NaCl, 50mM HEPES pH7,4) a 90°C 4',
70°C 10" puis 37°C 20' et 4°C sur la nuit, pour former une molécule double-brin possédant

des extrémités compatibles avec les enzymes Hind I1I et Bgl II. (voir le schéma ci dessous)
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GACUCCAGUGGUAAUCUACUU
UUCUGAGGUCACCAUUAGAUG
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GACTCCAGTGGTAATCTAC GTAGATTACCACTGGAGTC A-3'
e CTGAGGTCACCATTAGATGA I CATCTAATGGTGACCTCAGAAAAATT =5
(Hindlll)

(Bgll) Séquence cible |

Custom Oligos
v

Vecteur
pSUPER

Schéma de I’assemblage des oligonucléotides permettant la formation du shRNA.

4) Digestion du vecteur pSUPER

10 pg de vecteur sont ajoutés a 5 pl de tampon 5X (NEB n°2) et 50U d'enzyme Hind
IIT (Biolabs) et Bgl II (Appligene) qsp 50 ul H,O bidistillée. Le mélange est incubé 2 h a
37°C. Le produit de digestion est ensuite déposé sur gel d'agarose 1% (coloré au B.E.T), puis
la bande d'intérét de 3170pb est purifiée comme décrit dans la partie "purification du

fragment d'ADN d’intérét" (page 94).

5) Ligation des shRNA dans le vecteur pSUPER

L’insert shRNA (fragment de 64pb) est présent dans un exceés molaire de 3 fois par
rapport au vecteur pSUPER (fragment de 3170pb) (insert : 3 pug vecteur : 240ng). La ligation
se déroule sur la nuit a 14°C en présence de 2 pL. de Tampon Ligase 5X (Invitrogen) et de 1

unité de T4 ADN ligase (Invitrogen) gsp 10 ul H,O bidistillée.

6) Criblage

Apres transformation de bactéries compétentes, les colonies sont criblées par une
réaction de PCR avec les oligonucléotides T7 et M13r (5'-catggtcatagctgtt-3'). Pour les
colonies possédant l'insert la taille attendue de la bande est de 472pb ; si l'insert n'est pas

présent la taille du produit de PCR est de 412pb.
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Figure 23 : Clonage des shRNA dans le vecteur pSUPER puis dans le vecteur pTRIP.
Une digestion du vecteur pPSUPER avec les enzymes Sal I et Xba I, et du vecteur pTRIP avec
les enzymes Sal I et Nhel, a été réalisée. La cassette contenant le promoteur H1 et le ShARNA
dirigé contre Thcld10c a ensuite été liguée dans le vecteur pTRIP digéré.
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D)Clonage du vecteur pTRIP

1) Digestion des vecteurs pSUPER-shRNA

10 pg de vecteur pPSUPER-shRNA sont ajoutés a 5 ul de tampon 5X (NEB n°3), 0,1
ul de BSA 100X (Bovine Serum Albumine) et 50U d'enzyme Xba I (Biolabs) et Sal I
(Fermentas) qsp 50 pL H,O bidistillée. Le mélange est incubé 2 h a 37°C, puis le produit de
digestion est ensuite déposé sur gel d'agarose 1% (coloré au B.E.T). La bande d'intérét de

330pb est purifiée comme décrit dans la partie " Purification du fragment d'ADN d’intérét"

(page 94).

2) Digestion du vecteur pTRIP

10 pg de vecteur pTRIP sont ajoutés a 5 pl de tampon 5X (NEB n°3), et 50U
d'enzyme Nhe I (Biolabs) et Sal I (Fermentas) qsp 50 uL H,O bidistillée. Le mélange est
incubé 2 h a 37°C, puis le produit de digestion est ensuite déposé sur gel d'agarose 1%
(coloré au B.E.T.) La bande d'intérét de 3917pb est purifiée comme décrit dans la partie "
Purification du fragment d'ADN d’intérét" (page 94).

3) Ligation dans le vecteur pTRIP

Le vecteur pTRIP (fragment de 3917pb) est présent dans un exceés molaire de 3 fois
par rapport a l'insert HI+shRNA (fragment de 330pb) (insert : 300 ng ; vecteur : 100 ng). La
ligation se déroule sur la nuit a 14°C en présence de 4 pL deTampon Ligase 5X (Invitrogen)

et de 1 unité de T4 ADN ligase (Invitrogen) gsp 20uL. H,O bidistillée.

4) Criblage des colonies positives
Les colonies obtenues apres transformation de bactéries compétentes, sont criblées

pour vérifier la présence du vecteur pTRIP-shRNA. Les colonies sont dans un premier temps

repiquées dans 100 ul d'eau puis une réaction de PCR est réalisée en utilisant les

101



oligonucléotides LIP 96 (5'-agaggaggaggaggtgggtt-3') (Sigma) et LIP 105 (5'-
cctctcactctctgatattcat-3") (Sigma) (Figure 23 page 100). Pour les colonies possédant 1'insert la
taille attendue est de 808pb. Si l'insert n'est pas présent la taille du produit de PCR est de
484pb. Le vecteur est produit puis séquencé avec les mémes oligonucléotides, comme décrit

précédemment (page 95).

E) Culture cellulaire et transfection des cellules

1) Cellules 293T

Les cellules 293T sont une lignée de fibroblastes humains. Elles sont cultivées dans le
milieu DMEM (Gibco) additionné de 10% de sérum de veau feetal (PAN) et de Gentamycine
50 pg/ml (BioWhittaker), dans un incubateur a 37°C 5% COa.

2) Transfection et co-transfection

Les cellules sont ensemencées a une confluence de 60% dans des plaques de 6 puits
(Falcon). 2,5 pg d’ADN (2,5 pg de vecteur pTOPO-Tbc1d10c-V5 dans I'expérience de
transfection ; 0,475 pg de vecteur pTOPO-Tbc1d10c-VS5 + 2,025 pg de vecteur pSUPER —
shRNA pour l'expérience de co-transfection) sont mélangés avec 500 ul de milieu OPTI-
MEM (Gibco) puis incubés 5' a température ambiante. 6,25 pL. de Lipofectamine (Invitrogen)
sont ajoutés au mélange, ce qui va permettre la formation de liposomes contenant le ou les
vecteurs a transfecter. Aprés un temps d’incubation de 30' & température ambiante, le
mélange est ajouté goutte a goutte sur les cellules. Le lendemain, le milieu de transfection est

remplacé par du milieu frais.

F) Récolte des lysats cellulaires et analyse de I’expression protéique

par western blot

24h, 48h, ou 72h apres transfection, les cellules sont récoltées et lavées au PBS, puis

centrifugées 5' a 1500 rpm. Le culot est ensuite resuspendu dans du tampon de lyse (TNE :
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50mM Tris pH=8, 1% NP-40, 2mM EDTA pH=8 auquel est ajouté¢ extemporanément 1
tablette cocktail d’inhibiteur de protéases (Roche) pour 10mL de TNE). Aprés dosage des
protéines par Bradford, 50 pg ou 100 pg de protéines sont ensuite ajoutés a 1 volume de bleu
de charge (400mM Tris base ; 8% SDS [Sodium Dodécyl Sulfate] ; 30% glycérol ; 0,1% bleu
de Bromophénol). Aprés ajout de 10% de B-mercaptoethanol (Sigma) puis incubation 5' a
95°C, les échantillons et le marqueur de taille (Page Ruler MBI Fermentas) sont déposés dans
les puits d'un gel de polyacrylamide 8% (30% Acrylamide Mix (Biorad); 1,5M Tris pH 8,8
(Gel de concentration) ou pH 6,8 (Gel de séparation) ; 10% APS [Ammonium PerSulfate] ;
0,05% TEMED). La migration se fait a 90V dans un tampon de migration 1X (25mM Tris
pH 83; 192mM Glycine; 0,1% SDS). Le transfert du gel sur une membrane de
nitrocellulose se fait en milieu liquide a 100V dans un tampon de transfert 1X (25mM Tris
pH 8,3; 192mM Glycine). Apres transfert, la membrane est saturée 2 h a température
ambiante sous agitation dans une solution de blocage (5% lait (poudre Régilait), 100mM
Tris-HCI1 pH 7,2 ; NaCl 90g/L ; 0,5% Tween 20 (Sigma)). Apreés saturation, le tampon de
blocage est retiré et remplacé par 1’anticorps anti-V5-HRP (Invitrogen) ou anti-actine-HRP
(Santa Cruz Biotechnology), respectivement dilués au 5000° et 2000° dans le tampon de
blocage pendant 1h30 a température ambiante sous agitation. La membrane est rincée au TBS
(1M Tris pH=7,5, 0,5M EDTA pH=8, NaCl 90g/L, 0,5% Tween 20). Apres 5 lavages au TBS
sur une période dune demi-heure, on procéde a une révélation par une réaction de
chemilumininescence (kit ECL Plus, Amersham). La membrane est alors exposée sur un film

autoradiographique et le film est développé.

G) Détermination du nombre d’intégration virale par Southern Blot

1) Principe du Southern Blot

Les sites EcoNI et Avall étant uniques dans le pTRIP mais présents de manicre
fréquente dans le génome, la sonde utilisée va hybrider, pour chaque copie intégrée dans le
génome, un fragment de 780 pb (correspondant au fragment EcoNI/Avall du pTRIP) et un
autre fragment de taille toujours supérieure (correspondant au fragment allant du site de
coupure dans la génome au site ECONI du pTRIP). En cas de multi-copies, nous obtiendrons x
fois le fragment de 780 pb et x fragments de tailles variables correspondant aux différentes

copies intégrées (voir schéma ci-dessous).
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Schéma du vecteur pTRIP et de la sonde utilisée pour la détermination par Southern-
Blot du nombre de copies intégrées dans la génome. D’aprés (Zennou et al. 2000).

2) Préparation et digestion d’ADN génomique de queue de
souris

Environ 0,5 cm de queue de souris est prélevé puis digéré dans le tampon de lyse
(Tris 1M pH 8,5 100 mM ; EDTA 5 mM ; SDS 0,2% ; NaCl 200 mM ; Protéinase K 500
pg/ml). Une extraction de I’ADN génomique est ensuite réalisée par précipitation Phénol /
Chloroforme. 12 ng d’ADN génomique sont ajoutés a 5 pl de tampon 5X (NEB n°4) et 36U
d'enzyme EcoN I (Biolabs) et 36U d'enzyme Ava II (New England biolabs) qsp 50 uL H,O

bidistillée. Le mélange est incubé sur la nuit a 37°C

3) Migration sur gel d’agarose puis transfert dur membrane
de nitrocellulose

Les 12 ug d’ADN génomique digérés sont ensuite déposé sur un gel d’agarose 0,9 %
(coloré au B.E.T.). Aprés miration (a 40 Volts), ADN génomique digérés est ensuite
transféré sur une membrane de nitrocellulose (Perkin Elmer Genescreen Plus Hybridation
Transfer Roll) par pressage dans du tampon de transfert (NaOH 0,4N ; NaCl 1,5M). Apres
lavage de la membrane dans du tampon SSC 2X pendant 15 min (Tampon SSC 20X : NaCl
3M ; Na3citrate-2H20 0,3M), une étape de pré-hybridation est réalisée.

4) Préparation de la sonde

La sonde a été décrite précédement (Zennou et al. 2000). Briévement, une PCR est
réalisée a partir du vecteur pTRIP en utilisant les amorces SEcoNI et 3EcoNI permettant
d’amplifier une séquence correspondant a la sonde. Aprés purification sur gel d’agarose, le

fragment de PCR est dosé puis conservé a -20°C.
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5) Pré-Hybridation et hybridation

Les membrane sont incubées dans 10 ml de tampon Church (Tampon Church :
Formamide 11 ; SDS 20% 100 ml ; NaCl 5M 400 ml ; Tris 2M pH 7,5 50 ml ; Pyrophosphate
de Na 10% 20 ml ; Denhardt 100 x 200 ml ; Dextran sulfate 100g) plus 500 pl de sperme de
saumon (ssDNA sperme saumon). Apres marquage de 25 ng de sonde a 1’aide du Kit “High
Prime DNA labeling kit (Roche), la sonde est purifi¢ avec des colonnes “Microspin G50
Columns® (Amersham). La sonde est ensuite déposée dans le tube contenant la membrane et

10 ml de tampon d’hybridation puis le tube est incubée a 42°C toute une nuit.

6) Lavages et révélation

Apres deux lavages dans le tampon SSC 2x + SDS 0,1%, puis deux lavage dans le
tampon SSC 0,1x + SDS 0,1%, la membrane est séchée puis disposé dans une cassette en
contact avec un écran (Kodak). 3 jours apres, I’écran est lu grice a un Phosphorimager

(Amersham).

II1. Etude du gene Sh3kbpl

Les méthodes utilisées dans cette partie sont les mémes que celles utilisées dans la
partie “Etude du géne Carabin“. La construction lentivirale pTRIP utilisée pour permettre la
sous-expression de ce geéne est la méme a ceci prés que le promoteur CMV, guidant
I’expression de la GFP, a cependant été remplacé par celui de 1’Ubiquitine C humaine
(promoteur ubiquitaire permettant une expression significative dans les organes lymphoides)

(Soulas-Sprauel et al. 2007).
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Resultats et discussion
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I. Identification des genes dérégulés
dans les lymphocytes B au cours
du LED quiescent
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A) Analyse trancriptomique de lymphocytes B de patients atteints de
LED quiescent

L’article 1 présente les résultats de I’analyse transcriptomique des lymphocytes

B de 17 patients lupiques quiescents comparés a 9 sujets sains.

Article 1

B cell signature during inactive systemic lupus is heterogeneous:

toward a biological dissection of lupus

Authors : *J.C. Garaud (1), *J.N. Schickel (1), G. Blaison (2), A.M. Knapp (1,5), D.

Dembele (3), J. Ruer-Laventie (1), A.S. Korganow (1,4,5), T. Martin (1,4,5), P. Soulas-
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Summary

Systemic lupus erythematosous (SLE) is an autoimmune disease with an important clinical
and biological heterogeneity. B lymphocytes appear central to the development of SLE which
is characterized by the production of a large variety of autoantibodies and
hypergammaglobulinemia. In mice, immature B cells from spontaneous lupus prone animals
are able to produce autoantibodies when transferred into immunodeficient mice, strongly
suggesting the existence of intrinsic B cell defects during lupus. In order to approach these
defects in humans, we compared the peripheral B cell transcriptomas of quiescent lupus
patients to normal B cell transcriptomas. When the statistical analysis is performed on the
entire group of patients, the differences between patients and controls appear quite weak with
only 14 mRNA genes having a false discovery rate ranging between 11 and 17%, with 6
underexpressed genes (PMEPAI, TLRI0O, TRAF3IP2, LDOCIL, CDIC and EGRI).
However, unforced hierarchical clustering of the microarrays reveals a subgroup of lupus
patients distinct from both the controls and the other lupus patients. This subgroup has no
detectable clinical or immunological phenotypic peculiarity compared to the other patients,
but is characterized by 1/ an IL-4 signature and 2/ the abnormal expression of a large set of
genes with an extremely low false discovery rate, mainly pointing to the biological function
of the endoplasmic reticulum, and more precisely to genes implicated in the Unfolded Protein
Response, suggesting that B cells entered an incomplete BLIMP1 dependent plasmacytic
differentiation which was undetectable by immunophenotyping. Thus, this microarray
analysis of B cells during quiescent lupus suggests that, despite a similar lupus phenotype,

different biological roads can lead to human lupus.
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1. Introduction

Systemic lupus erythematosous (SLE) is an autoimmune disease which is clinically and
biologically characterized by a wide spectrum of signs variable from one patient to another.
Indeed, the diagnosis of SLE mainly relies on the association of clinical and biological
symptoms, some of which being validated as diagnostic criteria [1]. Not only different organs
can be affected in groups of patients with SLE, but also the immunological hallmark of the
disease, the autoantibodies, are diversely expressed with the exception of antinuclear
antibodies which are quasi-constant in patients. This phenotypic heterogeneity of SLE
patients may reflect different genetic contributions (i.e. various combinations of susceptibility
genes) and/or different environmental factors which could lead to diverse
immunopathological consequences.

Among the many immune cell types which have been implicated in this heterogeneous
disease, B lymphocytes appear central to the development of lupus and deserve further
attention because: 1/ they produce the autoantibodies, 2/ they are activated during the disease,
3/ they are responsible for the frequent hypergammaglobulinemia, and 4/ they could present
some intrinsic defects responsible for lupus traits and currently unknown. Indeed, in the
spontaneous lupus prone mice NZB/W F1, it was shown that immature B cells from the
parental lines NZB and NZW, when transferred to immunodeficient mice, produced
hypergammaglobulinemia and antiDNA antibodies [2]. In the recent years, the B cell
phenotype was extensively studied during lupus leading to the dissection of quantitative
abnormalities of B cell subpopulations like naive B cells, CD5 B cells, transitional B cells,
memory and plasma B cells based on the expression of various membrane markers [3-8].
Some of these B cell abnormalities correlate with lupus activity and could reflect the extrinsic
influence of various factors, like type I Interferons and/or BAFF, on the B cell
subpopulations [9-11]. In an effort to track down putative intrinsic B cell defects during SLE,
we analysed the transcriptomas of purifed B cells from inactive patients without
immunosuppressive treatment, and compared the SLE B cell gene expression to healthy
individual B cell transcriptomas. This approach, using purifed B lymphocytes instead of a
mixture of peripheral mononuclear cells and non hypothesis driven large scale microarrays,
should be able to point out the implication of some biological pathways, and to define such
intrinsic B cell defects. The overall statistical analysis of the differential gene expression (17
patients versus 9 controls) identified a very low number of genes with an acceptably low false

discovery rate (FDR) showing that gene expressions were quite similar between quiescent
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lupus B cells and controls. However, a subgroup of patients was clearly distinct from the
others and from the controls, with differentially expressed genes mainly implicated in
plasmacytic differentiation and confirming at the B cell level the heterogeneity of the

pathways leading to lupus.

2. Patients, materials and methods

2.1. Patients

17 patients (15 females and 2 males) with the diagnosis of SLE were selected for this study
after they gave their informed consent. The SLE diagnosis was based on the presence of at
least 4 criterias among those defined by the American College of Rheumatology. The lupus
was inactive in these patients for more than 6 months, with a Systemic Lupus
Erythematosous Disease Activity Index (SLEDAI) score less than 4 [12], and they did not
receive any immunosuppressive drug. If they needed steroids, the patients were not treated
with more than 10 mg of prednisone per day (4 patients). 10 patients were treated with
hydroxychoroquine. The clinical characteristics of the patients are presented in Table 1. The
10 control subjects were healthy individuals , (8 females and 2 males) ageing from 23 to 53
years, with no personal nor familial history of autoimmune disease. This study was approved

by the ethic comity of the Hopitaux Universitaires de Strasbourg.

2.2. B lymphocyte preparation and RNA purification

Peripheral blood was drawn into heparin-containing sterile tubes and peripheral blood
mononuclear cells were prepared by Ficoll (Amersham) density gradient centrifugation for
immediate use. B cells were labeled with a biotin anti-CD19 monoclonal antibody (HIB19
clone, Pharmingen) at 4°C and revealed by phycoerythrin-labelled streptavidin (Biomeda)
before immediate B cell sorting with high speed cell sorter (FACS Diva, Beckton-
Dickinson). Total RNAs from the sorted B cells were extracted using TRIzol reagent
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. They were then precipitated in
Glycogen (Invitrogen) and suspended in DNAase-free and RNAase-free water (Gibco). The
quality of the RNA preparations was always checked with RNAlabChip (Agilent) before any
further step. Good quality RNA preparations (approximately 50 ng per preparation) were
amplified using the Affymetrix 2 cycle cDNA synthesis kit. In order to reduce the variability
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of these preparations, one control B cells and generally 2 patients' B cells preparations were

treated simultaneously.

2.3. Gene micro arrays preparations and GeneChip analysis

cRNAs were synthesized, biotin-labelled and hybridized to the Affymetrix GeneChip human
genome U133 plus 2.0 (with probe sets representing 38,572 UniGene clusters) according to
the manufacturer’s instructions. After hybridization and washings, arrays were stained with
PE-conjugated streptavidin (10 pg/ml) before scanning. Raw Affymetrix data (available at
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/query/acc.cgi?acc=GSE30153) were analyzed

using R (R Development Core Team, 2008; The Comprehensive R Archive Network:
http://cran.r-project.org/) and Bioconductor [13; Bioconductor:

http://www.bioconductor.org/] softwares. The quality of the 27 Affymetrix genechips and

RNA was assessed using the Bioconductor AffyPLM and simpleaffy packages, with qc,
AffyRNAdeg, fitPLM, image, RLE and NUSE functions: one control chip showing too many
defects was left aside, thus further analysis were carried out on 9 control and 17 patient chips.
For normalization and background correction, Raw values were pre-processed with RMA or
GCRMA (library simpleAffy). As further analysis with RMA or GCRMA data gave similar
results, only results with GCRMA expression values will be shown.

According to the histogram distribution of GCRMA expression values (Fig. 1), we
considered as unexpressed genes (both in patients and controls), genes with expression values
below 4. Genes with values lower than this threshold were eliminated: of the 54,675
Affymetrix probe sets, only 18,271 (33 %) correspond to genes expressed in B lymphocytes.
Identification of differentially expressed genes and estimation of the False Discovery Rate
(FDR,[14,15]) were carried out using the Significance Analysis of Microarrays (SAM)
algorithm available in the siggenes package [16].

2.4. Data clustering

The dist and hclust functions of the simpleaffy library were used to build hierarchical

clusterings of the data.
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2.5. QRT-PCR Analysis

cDNAs from total RNAs were prepared after patients and control B cell separations using the
high capacity cDNA Reverse transcription Kit ( Applied Biosystems). 10 ng of each cDNA
was subjected to QRT-PCR using Applied Biosystems TagMan assays (validated for each
selected gene) on the ABI Prism 7000 instrument. The AACt provided the target gene
expression value by comparison with a calibrator sample (Applied Biosystems). The patients
and control samples and the calibrator were first normalized by the relative expression of the

18s.

2.6. B Lymphocyte ligands and lupus

Zhu et al. in 2004 published an extensive analysis of mouse splenic B cell gene expression
changes in response to in vitro stimulation with 33 ligands of B lymphocytes [18, and Data
available online: UCSD-Nature Signaling Gateway, Alliance for Cellular Signaling, AfCS
Data  Center, B-cell ligand screen, http://www.signaling-gateway.org/data/cgi-
bin/table.cgi?cellabbr=BC]. In an attempt to find associations between human SLE and these
ligands, we compared patterns of genes differentially expressed in B lymphocytes during
SLE (our results in the subgroup of 5 patients) and in response to these ligands (Zhu's
results). In order to identify homolog human and mouse genes, i.e gene with the same symbol
name, clone identifiers are converted to gene symbol names. For Affymetrix probe sets the
conversion to gene symbols is straightforward using the Affymetrix NetAffx Analysis Center

(http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx). In contrast the conversion of mouse clone

ID to symbol names require queries to several data bases as the custom Agilent cDNA
Microarray chip used in Zhu et al. publication was made up of clones from four libraries:
RIKEN, NIA, Research Genetics, and Genome systems.

The Representing Factor (http://www.nemates.com/uky/MA/progs/overlap _stats.html)

and the Resampling  statistical methods (19, and  available  online:

http://www.resample.com/content/text/index.shtml) were used to compare the patterns of

genes differentially expressed in human and mouse B lymphocytes.
The identification of the biological pathways and of the ontology groups (biological
processes and molecular functions) of selected list of genes differentially expressed in the 5

lupus patients subgroup was performed using the DAVID program with a Bonferroni
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correction for multiple testing (DAVID Bioinformatic Resources, NIAID, NIH), and the
CYTOSCAPE program with the MiMI plugin [17].

3. Results

The patients' characteristics are presented in Table 1. They were all considered of having an
inactive phase of SLE with a variable disease duration (2 to 26 years). B cell purity was

checked by FACS analysis of sorted CD19 positive cells ( more than 96% ).

3.1. Differentially expressed genes in lupus B cells compared to normal B cells

According to the MIAME recommendations, the data discussed in this publication have been
deposited in NCBI's Gene Expression Omnibus and are accessible through GEO Series
accession number GSE30153
(http://www.ncbi.nlm.nth.gov/projects/geo/query/acc.cgi?acc=GSE30153) as well as the full

normalized and annotated results of the RMA analysis of the 2,327 genes with initial p values
of less than 0.05 (supplementary Table 1).. Then, the B cells transcriptional profiles
originating from the 17 lupus patients compared to the 9 normal individuals were analysed
using the SAM algorithm and multiple testing correction according to Benjamini et al [14,
15]. Using this stringent statistical analysis, and after removing the upregulated Ig genes from
this short list, it appears that only a very small number of genes (14 out of the 18,271 which
were expressed in B cells) are differentially expressed with a FDR ranging from 11 to 17%
(Table 2). At first glance, these results indicate that, at the transcriptomal level, and during
the inactive phases of the disease, lupus B cells are very similar to normal B cells. The
differentially expressed genes were checked by real time qPCR only in a few patients
(because of the availability of the cDNAs) and were confirmed to be up or downregulated
during lupus. Among these genes, it is interesting to note that TRAF3IP2 (alias ACT1) is a
negative regulator of B cell function, its absence leading to lymphoproliferation and
autoantibody production [20], but ACT]1 is also essential in IL-17 dependent signaling during
autoimmune diseases [21], IL-17 being implicated during lupus physiopathology [22]. On the
other hand, the low level of expression of CD/c mRNA could be related to the fact that CD1c
is highly expressed on unswitched memory B cells or circulating counterpart of marginal

zone B cells [23], this subpopulation being decreased during the inactive phase of lupus [24].
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TLR10 has to date no defined agonist or function but is apparently functional with a distinct

signaling pathway in B cells [25, 26].

3.2. A subset of SLE patients have a distinct gene expression profile

Unforced hierarchical clustering of the patients and the controls was performed with the
18,271 genes expressed in the B cells. The figure 2A shows that the gene expressions of the
patients and the controls were quite similar, confirming the previous statistical analysis.
However, the same unforced hierarchical clustering identifies a subgroup of 5 patients with a
distinct gene expression profile. The statistical analysis comparing the gene expression of
these 5 patients with the controls and the other patients was indeed highly significant.
Extremely low FDRs (less than 0.01) were associated with the differential expression of
approximately 800 genes (supplementary Table 2, and Heat-map of the first 50 genes in Fig.
2B). Considering the availability of the mRNAs, we only checked by real time qPCR the
expression levels of 6 selected genes in 2 patients and one control (4DA, RRM2, CAV1,
XBPI, ARHGAP24, FKBPI1) and confirmed the microarray results (Fig. 3). Looking for the
origin of this peculiar gene expression profiles in these 5 patients, we first tried to find
differences in the clinical phenotype of the patients but we were unable to find such
differences (gender, age of onset, disease duration, activity score, levels of serum Ig and anti
nuclear antibodies, treatments at the time of sampling). Second, since the difference could
originate from a distinct representation of the B cell subpopulations in these 5 patients, we
checked the detailed cytofluorometric patterns (CD19, IgG, IgM, IgD, CD138, CD27, CD86)
observed on B cells from both controls and patients. Differences were evidenced between the
patient and the control groups [24], but we did not see any statistical difference between the 2
patients subgroups (12 versus 5): equivalent percentages of CD19/ CD138 double positive
cells, CD19/CD27 double positive cells, and CD19/CD86 double positive cells were found.
Third, the differential gene expression could originate from B cell extrinsic or intrinsic

properties pointing to original biological pathways in these 5 patients.

3.3. Ligand signature ?

Still focusing on the differential gene expression between the subgroup of patients and the
controls, the results could represent intrinsic or extrinsic gene expression abnormalities or

both. In order to approach the possible influence of extrinsic factors, we took advantage of
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the Signaling gateway data center which gives the results of an extensive analysis of
microarrays performed on murine purified splenic B cells during in vitro stimulation with 33
different ligands [18]. Thus, we compared our list of in vivo differentially expressed human
genes during SLE with differentially expressed murine genes under influence of these
ligands. To be precise, we specifically compared the differentially expressed (1.5 fold
change) murine genes after 4h ligand stimulations with our list of highly differentially
expressed genes originating from the subgroup of the 5 SLE patients (thereby named SLE
list). Different steps were required: 1/ only genes which were present on both murine and
human microarrays were considered for this analysis, 2/ we identified the different ligand
regulated gene files, 3/ among these files, we identified the murine genes which were also
present in the SLE list (common lists of genes) and counted the number of genes varying in
the same direction for each ligand, 4/ then, for each ligand, we calculated the Representing
Factor and the associated probability of finding an overlap set of genes

[http://www.nemates.com/uky/MA/progs/overlap_stats.html]. This calculation leads to

identify IL4 imprinting as the only significant signature in these 5 patients B cells: the
common list of genes for IL4 contained 112 genes with 101 genes varying in the same
direction. This was confirmed by another statistical method (Resampling, [19]). Type I
Interferon (only 35 genes on the common list, with 30 moving in the same direction), BAFF
(33 genes on the common list, with 25 moving in the same direction) and CD40L (84 genes
on the common list, but 59 only varying in the same direction) did not reach statistical

significance.

3.4. Biological pathways in the subgroup of 5 patients

In order to analyse the biological significance of differentially expressed genes in these 5
patients compared to controls, different tools are available. We used the DAVID program to
look for statistically represented biological pathways. If we enter the SLE list of genes into
the DAVID program, it appears that one biological pathway is highly significantly
overrepresented after a Bonferroni correction for multiple testing: the endoplasmic reticulum
(p less than 8.8x10™""). Among these genes which point to the endoplasmic reticulum, a large
set of genes participate to the Unfolded Protein Response. Many of these genes are controlled
by the overexpression of BLIMP1, a master regulator of B cell terminal differentiation:
DNAJC3, SEC61A4, BIP, SSR4, PPIB, RPNI... This overexpression of BLIMPI mRNAs is not
related to EGR1 because the later is also down regulated in these 5 patients [27]. On the other
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hand, XBP1, whose mRNAs are also overexpressed, could be inactive since its specific target
genes are not upregulated (SLC304, ARHQ, OBFI). 1t is interesting to note that 1/ IL4 is
indeed able to induce XBPI, but not the IRE1 activation induced XBP! splicing which is
necessary to produce the active form of XBP1 [28], and not to induce BLIMP1, and 2/ Bl
mRNAs (Bax Inhibitor 1) are increased in these B cells and BI1 is known to repress IREI
activation [29].

At the level of gene interactions, using Cytoscape and the MiMI program, analysis indicates
complex relationships between differentially expressed genes which can belong to distinct
biological pathways. As an example, Fig. 4 shows the complex network of possible
interactions between FYN, whose mRNAs are down regulated in these patients, and 8

directly interacting gene products whose mRNAs are overexpressed in the same cells.

4. Discussion

Based on two main considerations (the central role of B cells during SLE, and the possible
intrinsic abnormalities of SLE B cells), we performed the transcriptomic analysis of purified
B cells during non active phases of the disease. Such an analysis 1/ should reduce the
variability of the transcriptomas because of the purity of the analysed cells, and 2/ should
reduce the risk of focusing on gene expressions associated with lupus flares and their medical
treatments. The interpretation of the microarrays is here limited to B cells, avoiding
difficulties in data mining linked to heterogeneous populations of cells present in the
peripheral blood mononuclear cells in unknown proportions [30]. Still the interpretation can
be obscured by the presence of different B cell subpopulations in the human peripheral blood.
Indeed, in a separate set of experiments starting with the same blood samples, we performed
a detailed B cell immunophenotyping which showed some differences between control B
cells and SLE B cells [24], some of which being potentially able to explain differentially
expressed genes. Despite these differences, one of the main results of our study is the
important similarity at the transcriptomic level between normal B cells and SLE B cells
during non active phase of the disease. At a threshold close to 10% for the FDR (upper limit
of reasonably acceptable risk for microarray analysis [31] ), only 14 genes out of 18,271
appear differentially expressed. The biological significance of these differences could be
diverse. For instance, the down expression of CDI/c mRNAs could be related to the low
percentage of the CD1c high unswitched memory B cells among total SLE B cells. On the
other hand, the down expression of ACT1 (TRAF3IP2), could be linked to SLE because of the
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importance of this negative regulator on the B cell function [20-22]. At that stage, it is almost
impossible to compare the results of the different SLE wide genome scans with our
microarray results because of the very limited informations of the functionality of the
different polymorphisms which were described. However, it is interesting to note that BLK
(C8orf13) does not appear on our list of differentially expressed genes despite the B cell
down expression of this kinase when its regulatory region expresses the “SLE”
polymorphism [32]. Whether this polymorphism is present or not in our patients, or whether
the downregulation of BLK only occurs during an active phase of the disease, remains to be
determined.

The second main result of our data is related to the transcriptomic heterogeneity of the
patients. The unforced hierarchical clustering of the patients and controls revealed a subgroup
of 5 patients with a distinct pattern of mRNA expression in B cells leading to the
identification of a set of genes with a high statistical significance. Looking for clinical or
biological peculiarities in these 5 patients, we did not find any difference with the other 12
SLE patients. We also compared their B cell subpopulations patterns, but again did not find
any difference. Thus, we are left with the possibility that the B cell signature of these 5
patients could be the result of either extrinsic or intrinsic B cell properties.

Looking for an extrinsic signature of the SLE B cell transcriptoma in these five patients, we
found a significantly enriched expression of genes induced by I14. However, this approach
has several limits: 1/ ligand induced gene expression in purified B cells could be different in
mouse and human, although generally speaking these biological pathways are quite
conserved, 2/ for comparisons with our human gene list, we only considered mouse genes
that were consistently modified 4 h after in vitro ligand stimulations, which could ignore
some interesting early and late gene changes, 3/ the analysis can be obscured by the frequent
sharing of expression change patterns between different ligands (anti-Ig, CD40L, BAFF, IL-
4, CpG, Type I Interferons, data not shown). Having in mind these limitations, it appears that
B cells from these 5 inactive SLE patients have only one weak signature, although we did not
find an increase of serum IL-4 level in these patients (data not shown). However, the serum
level of IL-4, or the IL-4 production by peripheral blood mononuclear cells during lupus is
not clear, with conflicting results maybe linked to the activation status of the patients [33-36].
It is interesting to note that the type I interferon signature which was reported during active
SLE was not clearly detected during the inactive phase of the disease.

To look for intrinsic B cell defects in these 5 patients, we removed from the list of

differentially expressed genes all those that were shown to be in vitro ligand regulated [18].

118



Analysis of the gene product interactions through the Cytoscape program gives some
interesting clues. For instance, the Src family kinase FYN could be central to the disease: it is
slightly down regulated in almost all the patients, and FYN deficiency in mice induces a
tendency to produce anti-DNA antibodies and proteinuria through a non immunological
mechanism [37]. FYN appears physically connected to 8 gene products whose mRNAs are
overexpressed in the subgroup of 5 patients (SLAMFI1, RICS, CSF2RB, CAV1, CDKS5,
CASP3, IL2RB, ATXNI [38-42] ) and could compete for FYN. The consequences on B cell
biology of such a competition between the possible overexpressed proteins and the deficient
target FYN are currently unknown. Looking for the origin of low FYN expression in these 5
patients, it is interesting to note that it is associated with the down expression of EGR1 which
is known to control the FYN gene expression through an EGR1 binding site located in the
promotor region of FYN [43]. Beside FYN, other genes coding for adhesion molecules like
ICAM and CD44, can be regulated by EGRI1 [44, 45] their mRNAs being down regulated in
these patients as well.

In order to find activation of biological pathways in the B cells of these 5 patients, we used
the DAVID program. It identifies a large overrepresented set of genes which are deregulated
during the plasmacytic differentiation of B cells as well as during the Unfolded Protein
Response in different cell types. The fine analysis of the deregulated genes in these B cells
suggests that B cells underwent Blimpl induced partial plasmacytic differentiation, but
without further terminal plasma cell differentiation (Fig. 5): BLIMP1 and XBPI mRNAs are
both overexpressed, but XBP1 could be inactive because 1/ HERPUDI, ADA and ELL2 (all
being target genes for BLIMP1, but not for XBP1) mRNAs are increased, 2/ On the contrary,
specific target genes for XBP1 (SLC3045, ARHQ) are not deregulated, which is consistent
with an IL-4 influence [46, 28]. The precise stimulus that induces BLIMPI over expression,
but not XBPI splicing, is not clear but if IL-21 is an obvious candidate, others are still
possible alone or in combination: BCR, Calcineurin/NFAT, CD40/NFkB [47]. On the other
hand, a new polymorphism associated with SLE was recently described in the vicinity of the
BLIMPI gene locus, suggesting an intrinsic property of B cells bearing this variant [48].
Thus, it seems that, in these patients, B cells are in a stage of intermediate differentiation,
maybe arrested at a step before IREl induced XBPI/ unconventional splicing which is
necessary to produce the active form of the protein required for the full plasmacytic
differentiation [49, 50]. Consistent with this hypothesis, the serum levels of IgG were not
different in these 5 patients compared to the 12 others, but 20 out of the 32 genes of the

plasmablast signature (module M1.1, [51]) are present in our list. Such a possible stage opens
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new questions: 1/ is this developmental arrest an intrinsic (constitutive) abnormality of B
cells in these patients, or is it linked to permanent extrinsic stimulation (IL-4?, 1L-21?,
Antigen?), 2/ do these cells express some new surface markers which were not detectable
during our quite extensive B cell immunophenotyping? , 3/ is this stage linked to lupus
susceptibility in these patients, or is it an indication for flare susceptibility ? All these
questions will have to be addressed in a new and large cohort of patients that will be
longitudinally tested.

Finally, the description of this subgroup of lupus patients adds some new insights on the

different biological roads which can lead to a lupus phenotype.
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Tables

Table 1 - Clinical features, and disease activity index at the time of the study

Disease and treatment were stable for at least 6 months. SLEDAI: Systemic Lupus

erythematosus disease activity index; IgG normal range: 7-14 g/l, ANA: antinuclear

antibodies
Patient Duration leG ANAs  Anti-
o Age Sex of disease SLEDAI levels fitle dSDNA Steroids Chloroquine
(years) (€4))
1 36 F 3 0 8.49 1/160 - - -
2 59 F 20 3 8.15  1/1280 + - +
3 38 F 18 0 829  1/1280 - - +
4 37 F 9 2 7.3 1/640 + + +
5 36 F 8 4 7.22  1/1280 + - -
6 36 F 9 0 10.2 1/160 - - -
7 41 M 9 0 11.2 1/640 - - -
8 55 F 15 4 13.8 1/320 - - -
9 47 F 9 0 15.9 1/320 - - -
10 36 F 12 4 7.68  1/1280 + - -
11 37 F 8 2 947  1/1280 + + +
12 53 F 19 0 9.76  1/1280 - + +
13 30 F 2 0 7.8 1/160 - - +
14 41 F 7 0 11.9  1/1280 - + +
15 23 M 8 4 7.3 1/640 + - +
16 37 F 18 4 8.07  1/1280 + - +
17 50 F 26 0 10.5 1/640 - - +
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compared to control B cells.

Table 2 - Genes over or underexpressed in lupus patients B cells (FDR from 11 to 17%)

Xfold
Probes Unigene Gene symbol
(log2)
1554474 a a
- 1.93 Hs.6909 MOXD1

209708 at
201890 at

- 4.44 Hs.226390 RRM2
209773 s at
202589 at

B 3.79 Hs.592338 TYMS
1554696 s _at
201543 s at

o 1.97 Hs.499960 SARIA
210790 s at
228486 at

B 2.32 Hs.573495 SLC44A1
228485 s at
201923 at 1.98 Hs.83383 PRDX4
203857 s at 2.63 Hs.477352 PDIAS
39249 at 1.40 Hs.234642 AQP3
222450 at 0.49 Hs.517155 PMEPA1
215411 s at 0.71 Hs.654708 TRAF3IP2
223751 x_at 0.67 Hs.120551 TLR10
205987 at 0.42 Hs.132448 CDlc
223228 at 0.66 Hs.715637 LDOCIL
227404 s at

o 0.38 Hs.326035 EGR1
201694 s at
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Figure 1. Histogram distribution of GCRMA expressions values. Genes with expression

values below 4 were considered unexpressed in B cells both in patients (A) and in control

(B).
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Figure 2. (A) Dendrogram obtained by unforced hierarchical clustering of the microarrays
from the 17 patients and the 9 controls. A subgroup of 5 patients (surrounded by a dashed
line) stands out from the others. (B) Heat-map of the 50 first differentially expressed genes in
these 5 patients compared to controls after filtering the results for low signal. Over-expressed

genes are shown in red and under-expressed are depicted in green.
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Figure 3. Quantitative RT-PCR of 6 selected genes in 2 patients and one control. FKBP11,
RRM?2, XBP1, ADA, CAVI and ARHGAP24 expressions were determined by real time

quantitative RT-PCR. Each sample was normalized to the endogenous control 18S.

SLAMF1

Figure 4. Physical possible interactions between FYN and the products of 8 deregulated
genes in the 5 patients according to Cytoscape and MIMI programs.
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Figure 5. The observed significant variations of mRNAs in the B cells of the five patients are

surrended and suggest a BLIMP1 induced partial plasmacytic differentiation.
Supplementary Table 1. Non normalized data of the 17 patients and 8 controls with probe
identification, gene names and statistics. List of genes with p-values less than 0.05 (Wilcoxon

test).

Supplementary Table 2. List of differentially expressed gene with a FDR less than 0.01 in the

5 patients compared to controls.
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B) Arguments utilisés dans le choix des génes a étudier

L’analyse du transcriptome des lymphocytes B chez les patients lupiques quiescents a

été suivie d’une étape de sélection de genes d’intérét, dont la dérégulation est a présent

¢tudiée au laboratoire grace a des études de génomique fonctionnelle chez la souris.

Ainsi, aprés analyse statistique (Wilcoxon), 2327 génes furent identifiés comme

significativement dérégulés chez les 17 patients lupiques comparés aux 9 sujets sains

(p<0,05). Différentes approches ont été utilisées lors des étapes de sélection des geénes dont

les fonctions dans les lymphocytes B vont étre étudiées :

Une approche basée sur un travail bibliographique. Cette approche avait pour but
de sélectionner des geénes ayant des roles connus ou suspectés (par la présence de
domaines fonctionnels et de données bibliographiques) dans les différentes fonctions
des lymphocyte B (maturation, activation, prolifération, différenciation, commutation

de classe d’immunoglobuline, secrétion d’anticorps, tolérance B etc...).

Une approche basée sur les statistiques. Cette approche avait pour but la sélection
de génes ayant des fonctions parfois totalement inconnues mais présentant une
expression dérégulée chez les patients lupiques avec une treés forte significativité

statistique.

Une analyse transcriptomique de lymphocytes B triés de souris lupiques BW ainsi
que des deux lignées parentales NZB et NZW comparées a des souris contdles de
type Balb/c (n=2 pour chaque lignée) a également été réalisée au laboratoire. Le
choix des génes a donc également été renforcé par les données de cette étude. Ainsi
une préférence a été donnée aux génes dont I’expression est dérégulée a la fois chez

les patients lupiques et chez la souris lupique BW.
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C) Conclusions et discussion

Dans cette premiére partie nous avons montré que :

1/ Les lymphocytes B de patients lupiques atteints de LED quiescents présentent
un pattern d’expression génique globalement similaire a ceux des sujets sains, puisque seuls
14 geénes semblent étre statistiquement dérégulés dans les lymphocytes B de patients lupiques
comparés aux individus sains. Ce résultat est surprenant du fait que de nombreux arguments
indiquent qu’au cours du LED, les lymphocytes B possédent des anomalies génétiques
intrinséques (voir partie “Anomalies des LB au cours du LED : intrinséques ou induites 7
page 36). Ce résultat pourrait s’expliquer par une hétérogénéité entre les patients qui aurait
pour effet de minimiser les différences d’expression observables chez les patients lupiques
pris individuellement. De plus, nos résultats laissent également supposer que différentes voies
biologiques sont impliquées dans la physiopathologie du LED. Ainsi une déficience ou une
hyperactivation de différentes voies biologiques trés différentes pourraient aboutir au

développement d’une pathologie commune.

2/ Parmi les 17 patients lupiques étudiés, 5 d’entre eux présentent un profil
d’expression génique trés comparable. Aucun phénotype clinique commun a ces 5 patients
n’a par ailleurs été identifié. Ce résultat permet d’émettre I’hypothése qu’il existe des sous-
groupes de patients lupiques pour lesquels les mécanismes physiopathologiques, ou tout au

moins les voies biologiques responsables de 1’apparition de la maladie, sont similaires.

3/ Le profil d’expression des geénes dans les lymphocytes B de ces 5 patients
montrent une signature d’un ligand (I’'IL-4) et également une forte sur-représentation des
genes impliqués dans les fonctions du réticulum endoplasmique, plus particuliérement dans
I’UPR (Unfolded Protein Response). L’UPR est une réponse de la cellule suite a un stress qui
provient de ’accumulation de protéines mal repliées dans le réticulum endoplasmique. Dans
les lymphocytes B, cette réponse est généralement déclenchée lors de phases de forte
synthése protéique, c’est a dire essentiellement dans les lymphocytes B activés et surtout

dans les plasmocytes qui secrétent de grande quantités d’immunoglobulines.

Plusieures hypothéses pevent étre proposées quant a I’implication de I’'UPR dans les

processus conduisant a une autoimmunité. La dérégulation de certains geénes impliqués dans
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I’UPR observé dans les patients atteints de lupus quiescent pourrait : 1/conduire a une
perturbation des mécanismes de tolérance des cellules B ayant une UPR défectueuse et ainsi
permettre 1’émergence de lymphocytes B autoréactifs ; 2/ permettre une augmentation de la
survie des lymphocytes dans le cas d’une UPR d’efficacité augmentée et ainsi agir sur le seuil

d’activation du lymphocyte B.

Enfin, I'utilisation d’approches basées sur des critéres bibliographiques ou purement
statistiques nous a permis de sélectionner des geénes d’intéréts qui sont désormais étudiés
grice a une analyse par génomique fonctionnelle. Les critéres de choix nous ont fait
converger vers une liste d’environ une dixaine de geénes. Ce travail de thése se propose
d’explorer les conséquences de la dérégulation de 1’expression de deux de ces genes sur la
fonction des lymphocytes B et le développement d’une autoimmunité : 7hcldl0c (ou

Carabin) et Sh3kbpl (ou CINSS5 ou Ruk ou SETA).
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I1. Etude de la fonction de Carabin.
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A) Les fonctions connues de Carabin

Au moment ou nous avons débuté 1’analyse de la fonction de Tbc1d10c (ou Carabin
ou EPI64C), aucune étude n’avait décrit ce geéne ni en terme de structure, ni en terme de
fonction. Cependant, I’analyse de la séquence protéique a permis d’identifier un domaine
TBC (Tre-2/Bub2/Cdc16) laissant supposer une possible fonction de Ras/Rab GTPase.
Quelques mois apres le début des investigations sur le géne 7hcldl0c, une étude parue dans
la revue Nature a décrit Tbc1d10c comme un régulateur négatif de la voie du TCR (F. Pan et
al. 2007). Dans cet article les auteurs montrent que Carabin inhibe 1’activation de la voie du
TCR de deux manicres: 1/ il se fixe a Ras et inhibe la voie des MAP kinases, grace a son
domaine RasGAP position en N-terminale ; 2/ il inhibe 1’activité phosphatase du complexe
Calmoduline/Calcineurine en se fixant a la Calcineurine, grace a son domaine Calcineurine
en position C-terminale. Etant donné la double fonction de cette protéine dans la régulation
de la voie du TCR, les auteurs 1I’ont nommé Carabin (CA pour Calcineurine, RA pour Ras et

BIN pour Binding) (Figure 24).

Arg Calcineurin binding
N-term — TBC Domain -— C-term
1 89 141 294 406 446

Figure 24: Représentation schématique de la protéine Carabin.
Les positions des domaines fonctionnels connus sont indiquées.

En 2009, une seconde équipe s’intéressant aux régulateurs de la voie Ras dans
I’oncogenese a confirmé le role de Carabin comme régulateur négatif de 1’activation de la
proteine Ras. Dans cette étude, les auteurs ont montré que I’expression d’un siRNA
spécifique de Carabin dans deux lignées de cellules tumorales du rein (786-0 et Caki-1)
engendre une augmentation de la prolifération des cellules. De facon intéressante, les auteurs
ont également montré que ceci est dii & une augmentation de la présence de H-Ras sous forme
active (c’est a dire liée au GTP) (Datta et al. 2009).

Outre ces deux études décrivant Carabin comme un régulateur négatif de Ras et de la
calcineurine, deux autres études parues en 2008 et 2010 font état d’une toute autre fonction
pour Tbc1d10c. En effet, Patino-Lopez et al ont montré que Tbc1d10c (aussi appelé EP164C)

est également capable d’inhiber la protéine Rab35 via son domaine Ras/Rab GTPase. Les
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protéines de la famille Rab sont impliquées dans les mécanismes de régulation du transport
des vésicules intracytoplasmiques et participent au traffic des endosomes entre les différents
compartiments subcellulaires. La proteine Rab35 serait plus particuliérement impliquée dans
la régulation des compartiments de recyclage de la membrane plasmique (recycling
endosomes) (Chua et al. 2010). Dans cette étude les auteurs ont montré dans un mode¢le in
vitro que Rab35 et Tbcld10c participent a la formation de la synapse immunologique entre
une cellule B et une cellule T (Patino-Lopez et al. 2008). La deuxiéme étude, parue en 2010,
a confirmé que la famille de protéines comprenant Tbc1d10a, Tbc1d10b et Tbc1d10c est bien
capable d’inhiber 1’activité de Rab35. De plus, ces protéines sont capables de réguler la
formation des exosomes dans les oligodendrocytes (cellules du systéme nerveux) (Hsu et al.
2010).

La forte significativité statistique avec laquelle Carabin est sous-exprimé dans les
lymphocytes B de patients atteints de LED quiescent, ainsi que des données provenant de
notre étude du transcriptome de lymphocytes B de souris BW montrant é¢galement une sous-
expression de Carabin chez ces souris lupiques, nous ont amené a étudier les conséquences
de la sous-expression de ce gene sur la fonction des lymphocytes B et le développement

d’une autoimmunité.

B) Régulation de I’expression de Carabin dans les lymphocytes B

La fonction de Carabin étant inconnues dans les lymphocytes B, nous avons dans un
premier temps mesuré 1’expression de Carabin dans les lymphocytes B normaux, a savoir
dans les différentes sous-populations de lymphocytes B puis dans des lymphocytes B matures
activés de fagcon BCR-dépendante (anticorps anti-IgM) ou BCR-indépendante (LPS). La
partie “Carabin expression is tightly regulated during B cell development and activation* de
I’article 2 (page 159) présente les résultats obtenus. Briévement, I’expression de Carabin
augmente avec la maturation du lymphocyte B, atteignant son niveau le plus élevé au stade
de lymphocyte B mature folliculaire. Ceci laisse supposer une fonction plus importante de
Carabin dans le compartiment des lymphocytes B matures. De plus, on observe une forte

chute de I’expression de Carabin apres activation du lymphocyte B.

137



C) Clonage puis expression de Carabin

1) Clonage du géne Thcld10c dans le vecteur pTOPO-VS5S

Le but de ce travail était dans un premier temps de choisir une séquence de shRNA
spécifique de Carabin murin, qui serait clonée dans une construction lentivirale, afin de
produire des cellules B Carabin knock down (KD) et des souris transgéniques KD, et
d’étudier ainsi les effets de la sous-expression de Carabin sur la fonction des lymphocytes B
et le développement d’une autoimmunité. Aucun anticorps permettant la détection du produit
protéique du gene ThcldlOc n'étant disponible au moment ou nous avions commencé cette
¢tude, nous avons décidé de cloner ’ADNc de la partie codante de ce geéne dans le vecteur
d’expression pTOPO-V5, permettant I'expression d'une forme de la protéine fusionnée a un
épitope V5. L’expression de Tbc1d10c-V5 dans des cellules serait alors détectée a I’aide d’un
anticorps anti-V5. Cette construction pTOPO-Carabin-V5, ainsi que [’utilisation de
n’anticorps V5, nous permettrait donc ensuite de valider le choix d’un shRNA pour la suite

de I’étude.

a) Choix de la partie codante du géne ThcldlOc

Lorsque nous avons débuté 1’étude de ce geéne, dix variants d'épissage différents du
gene Thcldl0c murin étaient référencés dans la base de données NCBI (Figure 25 page 139).
Au moment de débuter ce travail, aucune étude n’avait décrit I’une de ces isoformes ni en
terme de structure, ni en terme de fonction. Il était donc nécessaire, dans une premiére étape,
de sélectionner 1'un des variants d'épissage de Thcldl0c, en vue de cloner I'ADNc de son
ORF (Open Reading Frame : Cadre ouvert de lecture) dans un vecteur d'expression. Le
tableau 11 (page 140) résume les arguments utilisés pour ce choix.

Pour réaliser la sélection de 'ADNc a cloner nous avons dans un premier temps : i)
exclu les séquences n'étant pas reconnues par la sonde utilisée dans 1’expérience de RT-PCR
quantitative (hybridation de la sonde au niveau des exons n° 2 et n° 3, voir figure 25 page
139), et les séquences non détectées avec les EST (Expressed Sequence Tag) présents sur les
puces a ADN utilisées pour I’analyse du transcriptome. Ce premier critére nous a permis
d'exclure les séquences n° 1 et n° 2 ; ii) un deuxiéme critére visait a écarter les séquences

décrites dans NCBI comme possédant un codon initiateur différent d'ATG : ceci nous a
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permis d'écarter la séquence n° 6 ; iii) enfin, nous avons choisi I'ORF la plus représentée
parmi les variants d'ARNm restants, ce qui exclue les formes n° 4, 5 et 9.

Ces critéres nous ont conduit a sélectionner une séquence d'une taille de 1332 pb
(paires de bases) allant du codon initiateur ATG au codon stop théorique des variants n° 3 et
n° 7. La traduction de I'ORF de ces ARNm génére une protéine théorique de 444 acides
aminés. La base de donnée NCBI ne met pas a disposition de séquences protéiques théoriques
pour les variants n° 8 et n° 10, cependant, une possible ORF (allant d'un ATG a un codon
stop), identique a celle des variants n° 3 et n° 7 est bien présente dans ces ARNm : ceci nous
a ainsi permis de valider le choix de cette séquence comme étant I'ORF du géne ThcldiOc.

L'expérience de PCR réalisée dans la suite de 1'étude permettra de valider ce choix.
Exons: 1 2 3 4 5 6 7 8 19 10

n°1

n°?2 |_;

LIP 31 P=167a.a.

Q—
| N -
[ P =383 a.a.
P=179aa.
E T P=439a.a.

] 1
EST1 3

Légende :

* . délétion de 4 nucléotides - Codon STOP P : présence d'une séquence protéique

théorique dans la base de donnée NCBI
- : Phase codante majoritaire |—) - ATG
.l EST :Expressed Sequence Tag
: Pas d'ATG Echelle: |2°° pb,
— Oligonucléotides

Figure 25 : Alignement des ARNm référencés dans la base de donnée NCBI pour le géne
Tbcld10c murin.
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Tableau 11 : Tableau récapitulatif pour le choix de I'ADNc de la phase codante du géne

ThcldlOc.
Taille
Numéros attendue en
des Arguments en faveur Arguments en défaveur PCR avec
variants les amorces
LIP28 et LIP31
-Non reconnu par I'EST 2
n°1 -reconnu par I'EST 1 -Non reconnu par la sonde RT-PCR
-Pas de phase codante référencée
° -Reconnu par I.EST ! -Phase codante sans ATG initiateur
n°2 -Reconnu par I'EST 2
-Phase codante référencée -Non reconnu par la sonde RT-PCR
-Reconnu par I'EST 1
-Reconnu par I'EST 2
n°3 -Reconnu par la sonde RT-PCR 1 332pb
-Phase codante référencée
-Présence d'un ATG initiateur
-Reconnu par I'EST 1
-Reconnu par I'EST 2 -Utilisation d'un deuxiéme
n°4 -Reconnu par la sonde RT-PCR ATG | 1332pb
-Phase codante référencée en aval.
-Présence d'un ATG initiateur
-Reconnu par I'EST 1
-Reconnu par I'EST 2 -différence de 4pb donnant lieu a un
n°s5 -Reconnu par la sonde RT-PCR codon stop en phase de lecture 1 383pb
-Phase codante référencée dans I'exon 10.
-Présence d'un ATG initiateur
-Reconnu par I'EST 1
n°oe -Recosneg(:;?lfap:griges-llz;?-PCR -Phase codante sans ATG initiateur 1398pb
-Phase codante référencée
-Reconnu par I'EST 1
-Reconnu par I'EST 2
n°7 -Reconnu par la sonde RT-PCR 1 332pb
-Phase codante référencée
-Présence d'un ATG initiateur
-Reconnu par 'EST 1 -Pas de séquence codante
n°s8 -Reconnu par I'EST 2 re’fgrence’e 1332pb
-Reconnu par la sonde RT-PCR
-Reconnu par 'EST 1 -Pas de sé n dant
n°9 -Reconnu par I'EST 2 s'?cgue ce codante 1746pb
-Reconnu par la sonde RT-PCR referencee
°10 -Eeconnu par :E§$ ; -Pas de séquence codante 1 2
n ~heconnu par référencée 332pb

-Reconnu par la sonde RT-PCR
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b) Amplification de la partie codante du géne

ThcldlOc.

Une amplification par PCR a été réalisée a 1'aide des oligonucléotides LIP 28 et LIP
31 (Figure 25 page 139, pour les séquences cf Matériels et Méthodes), dans le but de cloner
la partie codante du géne ThcldlOc. Plusieurs mises au point ont été nécessaires pour
amplifier le fragment d'ADNc de 1332 pb correspondant a la phase codante du géne
ThbcldlOc.
Ainsi les parameétres suivants ont été testés :
» La température d'hybridation des oligonucléotides
» Le type de Taq polymérase utilisée : 1'amplification la plus efficace de 'ADNc
d'intérét a été obtenue en utilisant la Taq-GC (ClonTech).
» La banque d'ADNc utilisé comme matrice : le meilleur rendement pour
l'amplification du fragment a été obtenu en utilisant la banque d'ADNc issue de

lymphocytes B triés.

Les oligonucléotides utilisés lors de la réaction de PCR permettent théoriquement
d'amplifier des fragments de :
» 1746pb correspondant a I'amplification du variant n° 9.
» 1398pb correspondant a I'amplification du variant n° 6.
» 1383pb correspondant a I'amplification du variant n° 5.
» 1332pb correspondant a l'amplification du variant n° 3, 4, 7, 8 ou 10 (Figure 25
page 139 et Tableau 11 page 140).

Le dépot sur gel d'agarose du produit de PCR n’ pas mis en évidence de fragment de
1746pb (Figure 26 page 142) : ceci permettait ainsi d'exclure le variant n° 9 comme phase
codante du geéne ThcldlOc. Sur la figure 26 (page 142), il n'est pas possible de différencier
les fragments de 1398pb, 1383pb et 1332pb, cependant I'étape de séquencgage réalisée apres
le clonage du produit de PCR dans le vecteur pTOPO-VS5, a permis d'identifier la séquence
codante des variants n°3, 4, 7, 8 ou 10 et non celle des variants n° 5 et n° 6. Ces résultats
permettent de valider le choix de la séquence codante des variants n° 3, 4, 7, 8 ou 10 comme

¢tant la phase codante du géne 7hcldi0c.
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PCR &
Figure 26 : Amplification de

I'ADNc de la partie codante du
géne Thcldl0c a partir de I'ADNc
de LB de souris Balb/c.

Le produit de PCR attendu,
MT :Marqueur de taille correspondant a la partie codante du

PCR : Produit de PCR gene ThcldlOc, a une taille de
1332pb.

3000pb
2000pb

1500pb
1200pb
1000pb
900pb
800pb

1332pb

600pb
500pb

MT
—
| —
| —
—

C:Contréle négatif de PCR

¢) Clonage de ’ADNCc de la phase codante du
gene ThcldlOc dans le vecteur pTOPO-V'5

L'intérét du vecteur pTOPO-VS5 est de permettre 1'expression du produit protéique du
gene cloné, fusionné a une étiquette peptidique de type V5, ce qui rend la protéine détectable
en Western Blot a 1’aide d’un anticorps anti-V5.

Le produit de PCR correspondant a la phase codante du géne Thcldi0c a été cloné
dans le vecteur pTOPO-VS5, pour obtenir le vecteur pTOPO-Tbc1d10c-V5 (Figure 27 page
143). Apres transformation de bactéries compétentes avec le produit de ligation, le criblage
des colonies possédant le vecteur a été réalisé par PCR a l'aide des oligonucléotides T7 et
LIP34 (pour les séquences cf Matériels et Méthodes). Le vecteur pTOPO-Tbc1d10c-V5 a
ensuite ¢t¢ produit, puis I’ADNc codant pour TbcldlOc a été séquencé a l'aide
d'oligonucléotides s'hybridant a différents endroits, tout au long de la séquence de 'ADNc
cloné. Cette étape a également eu pour but de vérifier la présence de la séquence d'intérét
(séquence codante des variants n° 3, 4, 7, 8 ou 10) et également de rechercher la présence
d'éventuelles mutations pouvant étre générées durant la phase d'amplification par PCR. De
maniere intéressante, le séquencage des différents vecteurs contenus dans les colonies a
révélé la présence en grande majorité de la séquence codante correspondant aux variants n° 3,
4, 7, 8 ou 10. Cependant une autre séquence minoritaire non référencée dans la base de
données NCBI, a été identifiée. Ce nouveau variant est caractérisé par un défaut d'épissage de
l'intron situé entre les exons n° 6 et n® 7 : ceci a pour conséquence de placer un codon stop en

phase de lecture et ainsi générer une protéine tronquée.
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pTOPO-Tbc1d10c-V5 = 6xHs

promoteur SV40

Figure 27 : Carte du
vecteur pTOPO-

Thbc1d10c-VS5.

Le  vecteur pTOPO-
Tbc1d10c-V5 permet
l'expression du produit du
gene ThcldlOc, fusionné a
une étiquette peptidique
de type V5.

Les oligonucléotides T7 et
LIP34 ont été utilisés pour
cribler les colonies
contenant le vecteur, et
pour le séquencage de
TbcldlOc.

2) Expression de Tbc1d10c-VS dans des fibroblastes humains.

Dans le but de tester la capacité du vecteur pTOPO-Tbcld10c-V5 a exprimer

Tbc1d10c-V5, nous avons réalisé une expérience de transfection de cellules 293T (lignée de

fibroblastes humains) avec le vecteur pTOPO-Tbc1d10c-V5. Une analyse par Western Blot a

I’aide d’un anticorps anti-V5 a été ensuite réalisée a partir de lysats cellulaires, récoltés 48h

aprés transfection de cellules 293T avec le vecteur pTOPO-Tbc1d10c-V5. Cette analyse a

permis de détecter la présence d'une bande située a 55 Kd (KiloDalton) correspondant au

poids moléculaire théorique de Tbcld10c couplé a son étiquette peptidique V5 (Figure 28).

Ces résultats montrent que le vecteur pTOPO-Tbc1d10c-V5 permet bien l'expression d'une

protéine Tbc1d10c-V5 de taille attendue dans les cellules 293T transfectées.

72kd

55kd

43kd

55kd

43kd

pTOPO-
NT C Tbc1d10c-V5
— - s (Tbc1d10c

. - 4Actine
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28 : Expression de

Thcld10c-V5 dans des fibroblastes
humains (293T).

Analyse par Western Blot du lysat de
cellules 293T, 48h apres transfection
avec : 1) le vecteur contrdle pTOPO-
XRCC4-V5, ii) le vecteur pTOPO-
Tbcld10c-V5.

NT : cellules non transfectées ;

C : contrdle : pPTOPO-XRCC4-VS5.



D) Modulation de I’expression de Carabin par ARN interférence

L’expression du géne ThcldlOc dans les lymphocytes B est diminuée au cours du
LED chez I'homme (p=0,012) et la souris BW (p=0,007). En vue d’étudier dans un premier
temps le role biologique de Tbc1d10c dans les lymphocytes B, nous avons souhaité moduler
son expression dans les cellules B par une technique d’interférence ARN. L’interférence
ARN a pour avantage de permettre la diminution d’expression d’une protéine cible en
provoquant la dégradation de son ARNm (Figure 29 page 145). Cette technique est donc une
méthode de choix pour induire une baisse de 1’expression du produit du géne 7hcid10c. Pour
réaliser 1'inhibition de I’expression de Tbcld10c, nous avons choisi de cloner des shRNA
(Short Hairpin RNA) dirigés contre 'ARNm de 7hcld10c dans un vecteur lentiviral (pTRIP),
en vue de transduire des cellules B. Cette technique a pour avantage de permettre l'intégration
du vecteur dans le génome de la cellule transduite et ainsi de générer une lignée stable
exprimant le shRNA. Une analyse du phénotype des lymphocytes B (activation, commutation
de classe d’immunoglobuline, voies de signalisation intracellulaires) aprés inhibition de
I’expression de Tbcldl0c permettra ensuite éventuellement de définir une ou plusieurs
fonctions pour cette protéine. A plus long terme, l'infection d'embryons de souris par les
vecteurs lentiviraux produits, permettra de générer une souris sous-exprimant ThcldlOc

("knock down"), et définir le développement éventuel d'un phénotype lupique in vivo.
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le complexe RISC

Complexe RISC ‘

Figure 29 : Mécanisme de I’ARN interférence.

Les shRNA exprimés par le vecteur sont exportés par I'Exportine 5 dans le noyau. Apres
clivage par Dicer, le duplexe siRNA va étre incorporé dans le complexe RISC et permettre la
dégradation du transcrit cible.

1) Clonage des shRNA dirigés contre ’ARNm de Thec1d10c
dans le vecteur pSUPER

Pour réaliser l'inhibition de 1’expression de 7hcldlOc, nous avons testé dans un
premier temps huit shRNA différents dirigés contre I’ARNm de 7hcldi0c, dans le systeéme
pSUPER. Le vecteur pSUPER a pour particularité¢ de placer les shRNA sous la dépendance
d'un promoteur eucaryotique de type H1 (Figure 23 page 100 matériels et méthodes),
permettant la transcription du shRNA par I'ARN polymérase III. Ce vecteur nous permettra
dans un premier temps de tester 1’efficacité des différents shRNA apreés transfection de
cellules 293T. Pour générer une lignée stable exprimant le sShRNA, la cassette contenant le
promoteur H1 suivi du shRNA sera ensuite clonée dans le vecteur lentiviral pTRIP. Nous
avons choisi des séquences de ShRNA (selon les critéres détaillés dans la partie Matériels et
Meéthodes) s'hybridant a différents endroits le long du transcrit de 7h1d10c (Figure 30 page
146).
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Figure 30 : Schéma des régions d'hybridation des shRNA le long du transcrit de
ThcldlOc.

Les shRNA (numérotés de 1 a 8) ont été choisis en utilisant la méthode développée par Tusch
et al. (cf matériels et méthodes).

a) Sous-clonage des shRNA dans le vecteur

PSUPER.

Les huit shRNA choisis sont produits par hybridation de deux séquences
nucléotidiques synthétiques permettant la formation de deux extrémités compatibles avec les
enzymes de restrictions HindIII et BgIII. Les shRNA sont ensuite sous-clonés dans le vecteur
pSUPER digéré avec les enzymes HindIIl et Bglll. Apres transformation de bactéries
compétentes avec les vecteurs pSUPER-shRNA, le criblage des colonies possédant les
vecteurs a été réalisé par PCR a l'aide des oligonucléotides M13R et T7 (Figure 23 page 100
matériels et méthodes). La technique d'ARN interférence repose sur la spécificité
d'hybridation des shRNA sur leur transcrit cible. C'est pourquoi, aprés production des
vecteurs pSUPER-shRNA, leurs séquences ont été vérifiées par séquencage a l'aide des

oligonucléotides M13R et T7.

b) Co-expression de ThcldlOc et des shRNA dans
des cellules 293T

Une expérience de co-transfection des vecteurs pTOPO-Tbc1d10c-V5 et pSUPER-
shRNA dans des fibroblastes humains (293T) a été réalisée, dans le but de tester 1’efficacité
des différents shRNA, et ainsi de sélectionner les shRNA efficaces qui pourront étre clonés
dans le vecteur lentiviral pTRIP. Nous avons testé, dans cette expérience de co-transfection,

deux rapports molaires de vecteur pTOPO-Tbc1d10c-V5 / vecteur pPSUPER-shRNA : 1/10 et
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1/20. Les lysats cellulaires des cellules co-transfectées sont récoltés 24h et 48h apres co-
transfection et I’expression du produit de ThcldI0c est analysée par Western Blot a 1’aide
d’un anticorps anti-V5 (Figure 31). 24h apreés co-transfection avec les vecteurs dans un
rapport : pTOPO-Tbcld10-V5 / pSUPER—shRNA de 1/10, on observe une baisse de
I'expression de Tbcld10c-V5, par rapport au contrdle, lors de la co-transfection avec les
vecteurs pSUPER-shRNA n° 1 et n° 3. De plus, ce résultat est également observable 24h
aprés co-transfection dans un rapport de vecteurs de 1/20. Cependant la baisse d'expression
de Tbc1d10c-V5 semble moins forte 48h apres co-transfection que ce soit dans un ration de
1/10 ou de 1/20. Ceci peut s'expliquer par des différences de vitesse de réplication des deux
vecteurs, pouvant biaiser le rapport molaire entre eux. Néanmoins, ces résultats indiquent que
le systeme d'ARN interférence semble avoir fonctionné avec les vecteurs pPSUPER n° 1 et n°
3. Ces deux vecteurs ont donc été choisis en vue du clonage de leurs cassettes contenant le

promoteur H1 et le shRNA, dans le vecteur lentiviral pTRIP.

24hratio 1/10 Figure 31 : Expression de

(a) S5k <qThe1d10c Tbeld10c aprés co-transfection

- de cellules 293T avec les vecteurs

ool Actine pTOPO-Tbcld10c-V5 et
12 3 4 5 6 7 8 C pSUPER-shRNA.

0 0 Analyse par Western Blot des lysats

24h ratio 1/20 de cellules 293T 24h (a) ou 48h (b)

SSkclmm e e e = ==~ Tbcld10c  aprés  co-transfection  avec les

vecteurs pTOPO-Tbcld10c-V5 et

e [ v S | ~Actine pSUPER-shRNA dans un rapport

+ ’ % [N C molaire  de  1/10 ou  1/20.

L'expression de TBC1d10c-V5 a

(b) 48h ratio 1/10 ¢été testée apres co-transfection avec

Sk e — | o @Tboidioc)e vecteur pTOPO-Tbeld10c-VS et
7 ‘ 8 vecteurs pSUPER-shRNA
Sk T ——— | e = === A A (ifferents (numérotés de 1 A 8), le
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anti-V5, et celle de l'actine a l'aide

Scen "IN T TR Actine : N
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2) Clonage des shRNA dans le vecteur lentiviral pTRIP

Une digestion de pSUPER-shRNA a I’aide des enzymes de restriction Sall et Xbal, a
permis I'obtention de fragments d'ADN constitué de la cassette contenant le ShARNA en aval
du promoteur H1 (Figure 23 page 100, Matériels et méthodes). Cette cassette a ensuite été
clonée dans le vecteur lentiviral pTRIP digéré avec Sall et Nhel. Apres transformation de
bactéries compétentes avec les vecteurs pTRIP-shRNA, le criblage des colonies possédant le
vecteur a été réalisé par PCR a l'aide des oligonucléotides LIP 86 et LIP 105. En vue de

vérifier la séquence des différents vecteurs, une étape de séquencage a également été réalisée.

E) Etude de I’effet d’une sous-expression de Carabin in vitro dans une

lignée de lymphocytes B

Afin d’étudier I'implication de Carabin dans la fonction des lymphocytes B, nous
avons utilisé les constructions lentivirales décrites précédemment pour transduire une lignée
de lymphocyte B : la lignée A20. Cette lignée a été choisie car elle est caractérisée par
I’expression d’une IgG de surface et peut donc étre facilement activée par un anticorps anti-
IgG. Les résultats des expériences de modulation de I’expression de Carabin dans la lignée
A20 sont consignés dans la partie “Carabin underexpression led to an acceleration of Erk
signaling in B cells” de D’article 2 (page 160). Ces résultats ont permis de montrer que la
sous-expression de Carabin dans les cellules A20 provoque une augmentation de 1’expression
basale des marqueurs d’activation CD86 et CD69, et une accélération spécifique de la voie

Erk apres stimulation du BCR.

F) Etude de I’effet d’une sous-expression de Carabin chez la souris

1) Souris Carabin KD

Dans le but d’étudier la fonction de Carabin in vivo, nous souhaitions analyser les
effets de la sous-expression de Carabin chez la souris. Pour ce faire nous avons dans un
premier temps généré une lignée de souris exprimant le shRNA spécifique de Carabin

aboutissant a une sous-expression de Carabin in vivo, par la technique de transgénese
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lentivirale (en utilisant les mémes lentivirus que ceux utilisés dans les expériences réalisées

sur les cellules A20 in vitro).

a) Vérification du modéle Carabin KD

Les souris fondatrices obtenues apres transgénése contiennent dans la plupart des cas
plusieurs intégrations de la construction lentivirale dans leurs génomes. Nous avons tout
d’abord chercher a sélectionner les souris possédant une seule intégration virale, dans le but
d’avoir une homogénéité d’expression du shRNA, et un KD reproductible, dans nos souris.
En effet, au fur et 2 mesure des générations, les copies de lentivirus intégrées ségrégent et
ceci a pour conséquence d’obtenir des souris présentant des sous-expressions variables de
Carabin. Un génotypage classique a partir d’ADN génomique de queue de souris permet
d’identifier les souris ayant au moins une intégration mais de permet pas de définir le nombre
d’intégrations. Nous avons donc déterminé par Southern Blot le nombre d’intégrations du
lentivirus dans les souris fondatrices et dans certains de leurs descendants. La figure 32

représente un exemple de Southern Blot.

‘ o — Intégration 4
“ | = Intégration 3
g saration 2 Figure 32: Détermination du
§§ “ — Integration nombre d’intégrations lentivirales
dans le génome des souris
.. # — Intégration 1 lentigeniques.
- - g : La sonde utilisée pour le Southern-

Blot permet la détection a la fois
d’une bande de taille fixe, commune a

.‘ - 4 w¢ ## — Bande commune toutes les intégrations, et d’'une bande
- - " o de taille variable, propre a chaque

+ + + - + + + :Génotypage intégration  (voir  Matériels et
2 11 0 1 1 1 :Nombredintégrations Meéthodes).
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Nous avons ensuite vérifi¢ par Western blot la sous-expression de Carabin dans la rate

de souris possédant des nombres d’intégrations différents. Malheureusement, aucune des

souris ayant une seule intégration lentivirale n’a présenté de diminution dans I’expression de

Carabin. Une sous-expression de Carabin a été observée uniquement chez trois souris

fondatrices ayant plusieurs intégrations lentivirales et présentant donc une variabilité dans le

la sous-expression de Carabin (Figure 33). Aprés croisement, ces souris fondatrices n’ont pas

donné de descendance avec un nombre d’intégration permettant une sous-expression

suffisante de Carabin. Ainsi, I’analyse de I’effet de la sous-expression de Carabin dans ce

modeéle se résume a 1’étude de seulement 3 souris Carabin KD.

ShRNA: - - - - - + -
55kd Il T,

. pe—y - - . mCarabin
43kd -- isoforms
A — — —— — _— I

Figure 33 : Expression de Carabin dans les cellules de rate de souris Carabin KD et de
souris controles.

Plusieurs explications sont possibles quant a 1’absence de KD chez les souris ayant

une seule intégration :

Le contexte génomique. Certaines régions du génome sont plus accessibles que
d’autres a la transcription. Ceci est essentiellement dépendant de 1’état de méthylation
de ’ADN. Si le transgene est intégré dans une région hyper-methylée, la transcription
du shRNA peut étre diminuée voir totalement inhibée.

L’efficacité du shRNA in vivo. Bien que le shRNA spécifique de Carabin utilisé
pour la génération des souris lentigéniques soit le méme que celui utilisé dans les
expériences in vitro, un doute subsiste quant a 1’efficacité du shRNA in vivo.
L’efficacité du promoteur. Le promoteur permettant I’expression du shRNA est de
type H1. La cassette d’expression du shRNA est située dans la partie LTR (Long
terminal repeat) de la construction lentivirale. Lors de 1’intégration du génome virale
dans celui de la cellule hote, la partie LTR va étre dupliquée. Deux cassettes
d’expression du shRNA sont donc in fine présentes dans le génome de la cellule

transduite. Le promoteur H1 a été utilis€ in vivo avec succés dans une étude
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précédente, cependant I’information quant au nombre d’intégrations du virus dans
cette étude est absente (Tiscornia 2003).

* Enfin, et surtout, le nombre de d’intégrations lentivirales. Le KD de Carabin est
efficace dans les cellules A20 Carabin KD transduites avec le méme lentivirus que
celui utilisé pour la transgénése lentivirale. Cependant, le nombre d’intégrations
présentes dans ces cellules A20 Carabin KD est probablement trés élevé, ce qui
explique une supériorit¢ de I’efficacit¢ du KD in vitro par rapport a la situation

observée in vivo.

De plus, il est a noter qu’aucune expression de GFP n’a été détectée in vivo. Ceci était
probablement du & une mauvaise efficacité du promoteur CMV (duquel I’expression de la
GFP dépend) in vivo, ou également du faible nombre d’intégrations lentivirales dans le
génome des cellules. Pour 1’étude du deuxiéme geéne (voir partie “Etude de la fonction de
Sh3kbp1“ page 195) nous avons remplacé dans le vecteur lentiviral le promoteur CMV par le

promoteur de 1’Ubiquitine C humaine.

b) Résultats obtenus sur les 3 souris Carabin KD

1. Analyse des souris Carabin KD

Dans le but d’évaluer I’effet d’une sous-expression de Carabin dans la maturation des
lymphocytes B et T, nous avons dans un premier temps analysé¢ par cytométrie de flux les
différentes sous-populations de lymphocytes B et T dans la rate, les ganglions et le thymus
des trois souris Carabin KD. Les résultats de cette analyse sont consignés dans le tableau 12
(page 152). Les souris Carabin KD n’ont pas montré pas de différence statistiquement
significative d’une population lymphocytaire que ce soit en terme de pourcentages de
cellules, ou en terme de nombres absolus. Ces résultats suggerent que Carabin n’est pas
impliqué dans les processus de maturation des lymphocytes B et T. Cette observation
confirme également, dans un systéme plus physiologique, les résultats obtenus par Pan et al
(F. Pan et al. 2007). Dans cette étude, les auteurs ont montré que le transfert de cellules
souches embryonnaires (HSC), préalablement transduites avec un lentivirus exprimant un
shRNA anti-Carabin, dans des souris receveuses, n’affecte pas le développement des

lymphocytes T.
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Tableau 12 : Analyse par cytométrie en flux des sous-populations lymphocytaires des
souris Carabin KD et controles.

n=5 n=3
Controles Carabin KD

Nombre de cellules
totale (x10°)
Rate 101 + 25,3 157 + 80
Ganglions 1,1+0,5 44+3
Rate
Lymphocytes B 66,2% + 2,6 40,1% + 13,9

LB Transitionnels 1

LB Transitionnels 2

LB Folliculaires

(66,7.10° £ 15,9)

11,0% +0,92
(11,2.10° + 3,6)

4,13% +0,49
(4,15.10°+ 1,1)

80,12% + 2,0
(80,9.10° £ 20,4)

(54,6.10° £ 13,9)

18,3% + 7,15
(33,8.10° £ 3,3)

8,37% + 1,1
(12,5.10° + 6)

74,53% + 5,61
(113.10° + 62)

LB de la zone marginale 11,8% + 2,18 15,7% + 1,6
(11,9.10° £ 3,2) (25,6.10° + 18)
Lymphocytes T CD4+ 15,0 % + 0,8 13,6% + 3,4
(13,0.10° £ 0,5) (13,7.10° £ 3,4)
Lymphocytes T CD8+ 7,51% + 2,1 8,32% + 2,5
(6,5.10° + 1,8) (8,3.10° + 2,5)
Ganglions

Lymphocytes B

44,0% £ 17,2

50,4% + 16,6

(0,6.10° + 0,1) (2,6.10° + 2)
Lymphocytes T CD4+ 23,6% £ 9,1 16,8% + 0,07
(0,35.10° £ 0,1) (1.10° £ 0,1)
Lymphocytes T CD8+ 21,6% + 10,5 14,6% + 2,4
(0,3.10° £ 0,1) (0,9.10° £ 0,2)
Thymus
Lymphocytes T CD4+ 6,8% + 1,37 8,2% + 1
Lymphocytes T CD8+ 1,9% + 0,5 2,06% + 0,7
DN 3,9% + 2,54 4,5% + 1
DP 84,2% + 2,4 85,1% + 2,2
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ii.  Activation des lymphocytes B et T de

souris Carabin KD

Dans les lymphocytes T, Carabin a été décrit comme un régulateur négatif de la voie
de signalisation du TCR. Au vu des similarités des voies de signalisation du TCR et du BCR,
il est légitime de suspecter un réle semblable pour Carabin dans les lymphocytes B. Pour
répondre a cette question nous avons activé les cellules B ou T de souris Carabin KD en
utilisant différents stimuli, puis mesuré 1) la surexpression des marqueurs d’activation et la
prolifération cellulaire par cytométrie de flux, et 2) la sécrétion d’immunoglobulines dans le
surnageant de culture par ELISA.

Les résultats n’ont montré aucune différence d’activation des cellules B (en terme de
surexpression des marqueurs d’activation) et de prolifération en réponse a un stimulus BCR-
dépendant (anticorps anti-IgM) ou BCR indépendant (LPS et LPS+IL-4) (Figure 34 page
154) en ce qui concerne la sécrétion d’Ig, la sécrétion d’IgM semble étre plus importante
apres activation, pour I'une des souris Carabin KD (Figure 35a page 155). De plus, les
cellules B Carabin KD semblent produire plus d’IgG, 72h aprés une stimulation de type LPS
et LPS+IL-4 (Figure 35b page 155).

De plus, nos résultats ont permis de montrer que, contrairement a la situation observée
dans les lymphocytes B, la prolifération des lymphocytes T (et, dans une moindre mesure, la
surexpression du marqueur d’activation CD69) augmente de maniere nette chez la souris
carabin KD aprés stimulation avec un anticorps anti-CD3 (Figure 36 page 155). Ces résultats
confirment ceux obtenus sur des cellules humaines par Pan et al., décrivant une augmentation
de la prolifération de cellules T Carabin KD associée a une augmentation de la production
d’IL-2, apres une stimulation TCR-dépendante.

Cependant, malheureusement cette analyse n’a pu étre réalisée que sur 2 souris, étant

donné que les fondateurs Carabin KD n’ont jamais donné de descendance.
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Figure 34 : La réponse des lymphocytes B a une stimulation BCR-dépendante ou BCR-
indépendante est comparable dans les souris Carabin KD et les souris controles.
Analyse par cytométrie de flux de la prolifération et de I’expression des marqueurs
d’activation CD86, CD69 et CMHII sur les cellules B (B220") de rate de souris Carabin KD
et contrdles. Les cellules de rates ont été stimulées avec un anticorps anti-IgM (10 pg/ml), du
LPS (10 pg/ml) ou du LPS (10 pg/ml) plus de I’'TL-4 (20 ng/ml) pendant 48h.
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Figure 35 : Production d’immunoglobulines dans le surnageant de culture de cellules B
Carabin KD stimulées de facon BCR-indépendante.

Les surnageant de culture ont été récoltés 48h apres stimulation de cellules spléniques par du
LPS (10 pg/ml) ou du LPS (10 pg/ml) plus de I’'IL-4 (20 ng/ml). Le dosage des IgM (a) ou

des IgG totales (b) a été réalisé par ELISA.
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Figure 36 : Augmentation de
la prolifération et de la
surexpression du marqueur
d’activation CD69 dans les
cellules T Carabin KD aprés
activation de la voie du
TCR.
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flux de la prolifération et de
I’expression du marqueur
d’activation CD69 sur les
cellules T (CD4") de rate de
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contrdles. Les cellules de rate
ont ét¢ stimulées avec un
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pendant 48h.



2) Souris Carabin KO et KO conditionnelles

Etant donné les fonctions importantes décrites pour Carabin dans les lymphocytes T
en 2007 par Pan et al., nous avions engagé, en parallele de la genése de souris Carabin KD, la
production de souris dans lesquelles les exons 4 et 5 du geéne Carabin sont floxés, en
collaboration avec I’'Institut Clinique de la Souris (ICS, Strasbourg). Ces souris nous ont
permis d’évaluer l’effet d’'un KO complet de Carabin chez la souris mais également
d’analyser I’effet d’une déficience du géne Carabin spécifiquement dans les lymphocytes B
ouT.

L’article 2 présente les résultats obtenus suite a ’analyse des souris Carabin KO

et KO conditionnelles.

Article 2

Carabin, a negative regulator of B cells, points out a new defective

biological pathway in systemic lupus erythematosus

1,3,5
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Summary

Carabin is a known negative regulator of T cells that inhibits calcineurin and Ras pathways.
Here, we show that Carabin is also a negative regulator of B cells. Upon BCR stimulation,
Carabin deficient B cells accelerate Erk phosphorylation. In vivo, Carabin deficient mice
speed up both T-dependent and T-independent B cell responses. Moreover, CpG treatment of
non autoimmune-prone Carabin deficient mice induces a prolonged overproduction of anti-
DNA autoantibodies and a lupus-like glomerulonephritis. Finally, B-cell Carabin expression
is low in young (NZB/NZW) F1 mice before the appearance of the disease, is associated with
increased Erk phosphorylation, and is also low in a subset of lupus patients. Taken together,

these results point to Carabin as a new player in autoimmunity.
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Introduction

The mechanisms of B cell-dependent autoimmunity are not entirely elucidated. Generally
speaking, B cell autoimmunity could result from the loss of one of the mechanisms which
normally lead to the establishment of B cell tolerance (deletion, anergy, receptor editing), or
could be the consequence of a faulty negative regulation of mature B cells, these mechanisms
being not mutually exclusive. Indeed, intrinsic defects of several B-cell negative regulators
lead to the development of a systemic lupus erythematosus (SLE)-like disease in mice "2,
with production of antinuclear autoantibodies, sometimes associated to the development of a
glomerulonephritis (GN). B-cell dependent autoimmunity has been described for defects of
the following B-cell negative regulators: 1) negative regulators of BCR belonging to
inhibitory co-receptors pathways, including BCR co-receptors which modulate BCR
signaling negatively (CD22*°, and 9-O-acetyl sialic acid esterase or Siae’, which regulates
the function of CD22, FeyRIIB®, PD-1°), kinases phosphorylating co-receptors ITIM motifs
after BCR/co-receptor association (Lyn'®), and finally phosphatases being recruited by the
phosphorylated ITIMs (SHP1'"); 2) B cell negative regulators of BCR-independent pathways,
for example Actl (TRAF3IP2)'* | which negatively regulates CD40 and BAFF-R
pathways, and the ubiquitin-modifying enzyme A20 (TNFAIP3), regulating NF-kB signals in
TLR, BCR, BAFF-R and CD40 pathways'* .

SLE, a prototype of human systemic autoimmune disease, is characterized by a wide variety
of multi-organ damages (among which one of the hallmarks is GN), triggered by an
autoantibody-mediated inflammation'®. The genetic predisposition to SLE is clearly
supported by the high disease concordance rate for monozygotic twins (24-58%).
Surprisingly, among the negative regulators of B cells described above, only two (A20 and
FcyRIIB) have been shown to be candidate genes for human SLE 7. Yet, several lines of
evidence indicate that B cells are central to the disease process '*: 1) B cells produce the
autoantibodies, some of which are clearly pathogenic by immune complex deposits or by
destroying their target; 2) (NZBXNZW)F1 and MRL-Fas™""" (murine models of human SLE)
mice harboring the xid mutation, which inactivates Btk and causes a blockade of B cell
development and B cell responses, no longer develop lupus phenotype, including
autoantibodies and GN' *°, as do (NZBXNZW)F1 mice having a very restricted IgM
transgenic repertoire’'; 3) the disease can be transferred in mice by B cells: immunodeficient

SCID mice populated with pre-B cells of (NZBxNZW)F1 mice, but not those populated with
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pre-B cells from non autoimmune mice, develop many of the characteristics of
(NZBxNZW)F1 mice, suggesting that genetic defects responsible for the development of
SLE disease in (NZBxNZW)F1 mice are expressed in their B cells™.

Taking into account the crucial role of B cells in the development of autoimmunity, and
notably of SLE, we can hypothesize that the defect of other, yet unknown negative regulators
of B cells, could be linked to the development of autoimmunity (and SLE in particular) in
mice and in humans. Carabin (TBC1D10C) was recently described as a negative regulator of
T cell function, by a dual inhibitory activity on calcineurin (by its carboxy-terminal domain
of interaction with calcineurin) and Ras (by its amino-terminus Ras/GAP domain)
pathways>. Knockdown of Carabin leads notably to a significant enhancement of IL-2
production by specific T cells after antigen stimulation. Considering the important molecular
similarities of antigen receptor signaling in T and B cells, including the role of Ras and
Calcineurin pathways in BCR signaling, we decided to evaluate the role of Carabin in B cells,
which is currently unknown, and to look for signs of autoimmunity in Carabin deficient mice.
For these purposes, we analyzed the phenotype of Carabin knock-down (KD) A20 B cells,
we generated Carabin knock-out (KO) and B cell specific conditional KO mice, and analyzed
B cell functions and autoimmune symptoms in these animals. Our results support the idea
that Carabin is a negative regulator of B cell responses, and that its deficiency can lead to
autoimmunity. In addition, we show that Carabin expression is low in B cells from

(NZBxNZW)F1 mice and from patients with quiescent SLE.

Results

Carabin expression is tightly regulated during B cell development and activation.

Since the role of Carabin in B cell function was totally unknown, we analyzed the variation
of Carabin expression in normal murine B cells after activation, and during B cell
development in mice. BCR or LPS activation lead to a fast decrease of Carabin expression
(Fig. 1a, b). In addition, Carabin expression was tightly regulated during B cell maturation in
normal mice, with a gradual increase from bone marrow pro/preB cells to splenic mature
follicular B cells (Fig. 1¢). The highest expression of Carabin in mature B cells could be

indicative of a more important role of Carabin in mature B cell function.
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Carabin underexpression led to an acceleration of Erk signaling in B cells.

To clarify the function of Carabin in B cells, we first analyzed the phenotype of Carabin KD
IgG+, A20 B cell line transduced with a pTRIP lentivirus allowing for the expression of a
Carabin specific shRNA. pTRIP-shCarabin transduced A20 B cells showed a 70% decrease
of Carabin expression compared to pTRIP-control transduced A20 B cells, as assessed by
quantitative real-time RT-PCR (Fig. 2a). The underexpression of Carabin was further
confirmed by Western-Blot analysis (Fig. 2b). When compared to control A20 B cells,
Carabin KD A20 B cells induced a modest increase in the expression of CD86 and CD69
activation markers before and after stimulation with LPS or anti-IgG antibody (Fig. 2c).
Because Carabin has been shown in T cells to inhibit Ras pathway and Erkl/2
phosphorylation”, we evaluated the effects of Carabin KD on the Ras pathway in A20 B
cells. Interestingly, Carabin KD accelerated Erk1/2 phosphorylation in BCR-stimulated B
cells (Fig. 2d). This effect was specific for the BCR pathway, because LPS stimulation did
not lead to a faster Erk1/2 phosphorylation in Carabin KD A20 B cells, compared to control
B cells (data not shown). To test the specificity of Carabin for the Ras MAP kinase signaling
pathway in B cells, we analyzed the activation of another related member of the MAP kinase
superfamily, c-Jun N-terminal kinase, which is not targeted by Ras. JNK phosphorylation
was not affected by Carabin KD in A20 B cells (Fig. 2e). In conclusion, Carabin is a negative

regulator of Ras/Erk pathway in B cells, as described for T cells™.

Production of Carabin KO and conditional KO mice.

In order to fully analyze Carabin function in vivo, we generated Carabin KO mice. Mice with
complete Carabin deficiency were generated by introduction of 1oxP sites on both sides of the
4"_5™ exons (Supplementary Fig. 1a, b), because the TBC domain, responsible for the Ras
GAP activity, extends from the 4™ to the 8" exon, and because the 5" exon contains the
Argl39 (5™ exon), corresponding to Argl41 in humans, and which is necessary for this
activity”. Targeted ES clone were used to generate Carabin flox mouse line, which was then
crossed to an ubiquitous Cre deletor (for the production of Carabin KO mouse line) or with T
or B cell specific Cre transgenic animals. The validation of exons 4-5 deletion strategy was
performed on Carabin -/- mice. Carabin mRNA expression was analyzed by quantitative real-
time RT-PCR in splenocytes from Carabin -/- mice using different probes, showing an
complete absence of production of any transcript containing exons 4-5, but the production of
transcripts containing exons 2-3 or exons 6-7 (Supplementary Fig. 1c). This suggests the

expression of a shorter transcript in Carabin -/- mice compared with Carabin +/+ mice, which
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could be the result of an out-of-frame splicing of exon 4 to 6, generating a premature stop
codon immediately downstream exon 6 (data not shown). In addition, Western-Blot analysis
failed to detect any Carabin expression in Carabin -/- splenocytes and thymocytes
(Supplementary Fig. 1d). To analyze the specific role of Carabin in B or T cells, we
developed two Carabin conditional KO models: 1) an immature B cell model, by crossing
Carabin f/- mice to Mb1-Cre animals (The Mb-1 gene encodes the Ig-a subunit of the BCR,
and is expressed at the very early pro-B cell stage in bone marrow’); 2) a mature T cell
model, by crossing Carabin f/- mice to dLck-Cre animals, which have been generated using a
Cre transgene regulated by the distal promoter of the mouse Lck gene, expressed in mature T
cells. Carabin flox deletion was almost complete in the corresponding B or T cells, as
shown by PCR and Western-Blot analysis on purified splenic B or T lymphocytes,
respectively, without any deletion in thymocytes (Supplementary Fig. 1e, f). These Carabin

conditional KO mice will be thereafter used to address specific issues.

Carabin is not involved in B cell development and in the basal secretion of
immunoglobulins.

Carabin -/- mice were obtained with a Mendelian frequency and developed normally. The
development of B and T cells was extensively studied in these mice. Concerning T cell
development, total cellularity of thymus, spleen and lymph nodes and percentages of
developing thymocytes and of mature CD4+ and CD8+ T cells were comparable in Carabin -
/- and control littermate Carabin +/+ mice (Table I), thus confirming in a physiological model
that Carabin does not influence T cell maturation, as proposed by Pan and coll in their
Carabin KD hematopoietic stem cell transfer model®. Similarly, there was no statistical
difference in the absolute numbers and proportions of the different sub-populations of B cells
in primary and secondary lymphoid organs in Carabin -/- and control mice (Table I). In
addition there was no noticeable difference in the structures of the spleens and lymph nodes
(data not shown). Finally, at baseline, the secretion of serum IgM, IgG and IgG subtypes was
not statistically different between the two groups of mice (Fig. 3). In conclusion, our data

show that Carabin is not involved in B cell development and in basal production of Ig.
Increased response of Carabin -/- T and B cells in vitro.

Pan and coll have shown that the sShRNA-dependent downregulation of Carabin expression in

T cells leads to an increased secretion of IL-2 at baseline and after T cell activation in vitro™.
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In order to complete this phenotype, we stimulated T cells from Carabin -/- mice with anti-
CD3 or a combination of anti-CD3 and anti-CD28 antibodies, and analyzed T cell
proliferation after CFSE incorporation, T cell activation status by the quantification of
expression of T cell activation markers, and finally phospho-Erk activation. Carabin -/- T
cells displayed an increased proliferative response, as measured by the proportion of T cells
in the highest proliferative (CFSE'") cell population (Fig. 4a). In addition, complete deletion
of Carabin led to an increased basal expression of CD25 and CD44 activation markers at
baseline, and increased expression of CD69 and CD25 after stimulation with anti-CD3 or
anti-CD3/anti-CD28 antibodies (Fig. 4b). The phosphorylation of Erk was also enhanced in
Carabin -/- T cells before and after stimulation with anti-CD3 or anti-CD3/anti-CD28
antibodies (Fig. 4¢). In conclusion, our results confirm the phenotype of hyperactived T cells
after Carabin deletion, and the role of negative regulator of Carabin in T cell signaling.
Considering the B cells of the Carabin -/- mice, we made the following observations: 1)
Carabin -/- B cells proliferated normally in response to BCR-dependent (anti-IgM) or BCR-
independent (LPS) stimulation (Fig. 5a) and displayed a normal overexpression of activation
markers (CD86, CD69, MHCII) compared to control Carabin +/+ mice (Fig. Sb); 2) the
serum levels of IgG, IgM, and IgG subtypes were almost identical in basal conditions when
compared to Carabin +/+ mice (data not shown), and there was no difference in Ig production
after stimulation with LPS or LPS+IL4 in vitro (Fig. S¢); 3) Carabin -/- B cells showed an
acceleration of Erk phosphorylation compared to Carabin +/+ B cells after BCR activation
with anti-IgM antibody (Fig. 5d), confirming the results obtained in Carabin KD A20 B cells
(Fig. 2d). To conclude, acceleration of the Erk pathway appears to be a common
consequence of Carabin deficiency in T and B cells. Contrary to T cells, this acceleration of
Erk activation in B cells is not associated to increased expression of activation markers and

proliferation.

Carabin deficiency in B cells accelerated antigen-specific B cell response in vivo.

To evaluate the role of Carabin in physiological B cell activation in vivo, we first analyzed
the response of B cells after exposure to a T-cell dependent antigen (ovalbumin, OVA).
Interestingly, Carabin deficiency speeds up the production of anti-OVA IgM and IgG seven
days after immunization (Fig. 6a, b), although the difference was statistically significant only
for IgG. In addition, this increase was not observed in dLck-Cre Carabin conditional KO
mice, but was still observed in Mb1-Cre Carabin conditional KO mice (Fig. 6a, b). These

results indicate that the early B cell response to T-dependent antigen in Carabin KO mice is
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linked to a deficiency of Carabin in B cells, but not in T cells. This effect is transient since at
day 14, the levels of anti-OVA IgG were comparable in Carabin -/- and control mice (data
data not shown). This accelerated antigen-specific IgG response could simply be related to
the in vitro observed acceleration of Erk phosphorylation and indicates that Carabin
deficiency in B cells accelerates the Ig class switching. In order to test if this early B cell
switch was also associated with a change in the affinity of the antigen-specific IgG
antibodies, we compared the relative affinities of anti-OVA IgG in Carabin +/+ and Carabin -
/- mice at day 7 after immunization, in a competitive inhibition ELISA assay: although the
difference was not statistically significant, the affinity of antigen-specific IgG was slightly
higher in Carabin -/- mice (Fig. 6¢). Finally, at day 7 after immunization, the percentages of
OV A-specific B cells (B220/OVA"), and of germinal center B cells (CD95/GL7") in OVA-
specific population were similar in the spleen or lymph nodes of Carabin -/- and control mice
(Supplementary Fig. 2a, b), indicating that there was no drastic modification in the germinal
center kinetics of Carabin -/- OVA-specific B cells, compared to Carabin +/+ OV A-specific
B cells.

We also evaluated the response of Carabin -/- mice to T-independent antigens. Similarly, T-
independent IgG (but not IgM) B cell response in the absence of Carabin (immunization of
mice with 4-hydroxy-3-nitrophenylacetyl (NP)-LPS) was enhanced seven days after
immunization (Supplementary Fig. 3a, b). Thus, the early B cell response to both T-
dependent and T-independent antigens are transiently increased in the absence of Carabin.
Altogether these results could be linked to the acceleration of Erk phosphorylation that we
observed in vitro after BCR-dependent stimulation of Carabin KD and KO B cells.

Carabin -/- mice develop signs of autoimmunity after CpG immunization.

Carabin being a negative regulator of BCR-dependent B cell activation, its deficiency may
favor the development of autoimmunity. Carabin -/- mice did not produce antinuclear
autoantibodies and in particular anti-DNA autoantibodies, and did not develop any symptom
of autoimmunity (including glomerulonephritis), even in older ages (12-14 month-old, data
not shown). However the phenotype of these mice may still confer them a higher
susceptibility to the development of autoimmunity in some conditions. Overt autoimmunity is
usually a multistep process that can involve the escape of autoreactive B cells from negative
selection but also abnormal B cell responses to the activation of the innate immune system
and particularly of TLR pathways. Thus, we decided to immunize Carabin -/- and control

mice with CpG because of the known synergy between self-antigen BCR activation and TLR
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, and because CpG is known to induce type I interferon production which is a
key factor to SLE pathogenesis™® *. Indeed, CpG treatment induced a sustained production of
anti-DNA IgG (Fig. 7a) as well as an important deposition of IgG in renal glomeruli from
Carabin -/- mice, compared to Carabin +/+ littermate. Not only we observed these Ig
deposits, but classical histology of kidney in KO mice was very similar to mesangial type 11
lupus glomerulonephritis with a clear increase of mesangium cellularity (Fig. 7b). It seems
that CpG immunization directly acts on spontaneously occurring anti-DNA B cells because
anti-thyroglobulin and anti-actin autoantibodies did not increase in Carabin -/- mice
compared to control mice (Fig. 7¢, d). This strongly suggests that the production of anti-
DNA in Carabin deficient mice is more the consequence of an anti-DNA BCR-specific
pathway, than of a non specific polyclonal activation. Noteworthy NP-LPS immunization led
to the production of various antibodies (anti-DNA and anti-thyroglobulin) in both groups of

mice, without any significant difference between Carabin -/- and +/+ mice (Supplementary

Fig. 3¢, d).

Acceleration of Erk phosphorylation is a feature of lupus mice, and Carabin expression
is low during murine and human lupus.

Then, we tested Carabin expression and Erk phosphorylation levels in B cells of
(NZBxXxNZW)F1 mice which spontaneously develop a disease similar to human SLE. In a
transcriptoma analysis of splenic B cells from 4-month-old (NZBXxNZW)F1 mice (before the
occurrence of the disease), Carabin mRNAs were lower than in control mice (p<0.05,
unpublished data). A 50% reduction of Carabin expression was confirmed by real-time
quantitative RT-PCR in (NZBxNZW)F1 mice B cells at 4 months (Fig. 8a). In addition, Erk
phosphorylation was upregulated in 4-month-old BCR-stimulated (NZBxNZW)F1 B cells
(Fig. 8b), akin to BCR-stimulated Carabin KD A20 B cells and Carabin -/- B cells (Fig. 2d
and 5d). Thus, underexpression of Carabin and acceleration of the Erk pathway are
characteristic features of B cells from mice with SLE.

Our group has recently performed a pangenomic transcriptoma analysis (Affymetrix
GeneChip human genome U133 plus 2.0) of purified B cells from 17 patients with SLE in
quiescent phase (SLE disease activity score -SLEDAI- less than 4) compared to B cells from
age- and sex-matched controls (submitted data). We studied patients with inactive disease
and with minimum treatment in order to avoid the background due to non-specific B cell
activation that occurs during flares of the disease. Most interestingly Carabin is significantly

underexpressed in 10 out of the 17 patients (p<0.01). Taken together, we conclude that
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Carabin in B cells is low in young (NZBxNZW)F1 lupus mice, and low in a subgroup of

quiescent lupus patients.

Discussion

Carabin is a negative regulator of T cells, whose function in B cells was totally unknown.
Here we present the first analysis of Carabin functions in vivo, and show that Carabin is also
a negative regulator of B cells. The KD or KO of Carabin in B cells triggers a hypersensitive
state, mainly characterized by an acceleration of Erk phosphorylation and an accelerated
response to both T-dependent and T-independent antigens. Pan and coll have first analyzed
the phenotype of Carabin KD in human T cells and have shown an increase of IL-2
production®. Our results further describe this phenotype in murine cells, by showing an
increased expression of activation markers in stimulated Carabin -/- KO T cells, associated to
an increased proliferation and phospho-Erk expression. It seems that the consequences of
Carabin deficiency in T and B cells are noticeably different, although both share the common
phenotype of an acceleration of the Erk pathway after antigen-specific stimulation. This
suggests that the Erk pathways display some differences in B and T cells, either in the
molecular partners or in the downstream targets of Erk.

Pan and coll have shown that the development of T cells is not impaired in Carabin KD mice
produced by transplantation of Carabin KD bone-marrow-derived hematopoietic stem cells
isolated from haemagglutinin-specific TCR transgenic mice>. Here we confirm the absence
of T cell development defect in a more physiological model with an ubiquitous and complete
deficiency of Carabin. In addition, Carabin KO mice do not present any defect in B cell
development. This may appear in contrast with previous studies indicating that BCR signal
strength may control the development of immature B cells in the different mature populations
(follicular, marginal zone, B1)*'. A possibility could be that the effect of carabin deficiency
on BCR signaling is not strong enough to induce detectable differences on these B cell
subpopulations. However, Carabin deficiency clearly impacts on the function of mature
Carabin deficient B cells, notably on the early B cell response to T-dependent and T-
independent antigens. The acceleration of the Erk pathway being the second phenotypic trait
of these mice, we could hypothesize that the acceleration of B cell response in vivo, and of

Erk pathway in vitro, could be linked. This point will deserve further studies.
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In summary the phenotype of Carabin deficient B cells is quite moderate, without any
alteration in B cells or spontaneous production of autoantibodies, but with an acceleration of
Erk phosphorylation after BCR stimulation, and finally a modification of early B cell
response. This subtle phenotype is original compared to the phenotype of mice deficient for
other negative regulators. A defect in CD22°°, Lyn'® **, SHP-1"', belonging to the same
pathway, leads to a common phenotype, characterized by an increased Ca*” signaling in B
cells after BCR stimulation, a decrease of MZ and mature B cell populations in spleen, a
normal or decreased response to T-dependent and T-independent antigens in vivo, and by the
spontaneous production of antinuclear autoantibodies associated to the development of GN.
A defect in FeyRIIB® **/SHIP** *° pathway triggers an increased Ca®" response, an increased
activation of Erk2 and Akt pathways, a proliferative response in B cells after BCR
stimulation, an increased response to T-dependent and T-independent antigens in vivo, and
also (for FcyRIIB) the spontaneous production of antinuclear autoantibodies associated to the
development of GN. Finally, a deficiency of A20 leads to hyperactivation of B cells after
BCR, LPS or CD40 activation, and to the spontaneous production of autoantibodies but,
similar to Carabin deficiency, A20 defect is associated to the development of a GN after
TLRO stimulation'* *. Thus Carabin, being localized in a different biological pathway than
the other described negative regulators of B cells, is associated to a distinctive phenotype in
deficient mice.

Despite the moderate phenotype of Carabin -/- mice, and the short window of Carabin’s
action on B cell response in vivo, the simultaneous activation of the BCR and TLR led to
autoimmunity. Indeed, under TLRO activation, autoreactive Carabin -/- B cells were
continuously producing autoantibodies, leading to the development of a disease similar to
mesangial type II lupus GN. Thus the deficiency of Carabin makes B cells able to a sustained
production of autoantibodies, and possibly the development of an autoimmune pathology,
providing that a TLR signal is concomitant. These results are consistent with 1) the role of
type I IFN in the pathogenesis of SLE**?%; 2) the role of endogenous TLR ligands in
autoantibody production: it has first been shown in the AM14 Rheumatoid Factor (RF, anti-
Fcy autoantibody) transgenic murine model. AM14 B cells proliferated in response to
chromatin-IgG complexes®. This was blocked by inhibitors of TLR7 and TLR9, and B cells
deficient in TLR7 or TLRY responded poorly to these immune complexes™. The same
BCR/TLR dual signaling applied to anti-DNA transgenic B cells: anti-DNA 3H9 transgenic
B cell proliferated in response to CpG dinucleotides (CG50), in a TLR9 specific manner’’.
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From these results, can be drawn a model in which an autoreactive B cell can be activated by
autoantigenic ligands for TLR9, such as CpG, thanks to a dual signaling involving TLR9 and
an autoreactive BCR, transporting the immune complexes (for RF) or the DNA (for anti-
DNA BCR) to the endosome, leading to an activation of TLRO signaling. The frequent
exposure of an individual to TLR ligands (during infectious events) without the systematic
development of autoimmunity suggests the existence of a negative regulation of this dual
signaling process. The fact that Carabin KO mice immunized with CpG produce higher titers
of anti-DNA antibodies, but not of other autoantibodies, than control mice, indicates that
Carabin and regulation of the Erk pathway could be implicated in this negative regulation. In
line with our results, Calcineurin inhibitor Ciclosporin A (CsA) was shown to block the
AM14 response to chromatin-containing immune complexes®’. In the periphery, the mature B
cell repertoire still contains a large pool of autoreactive B cells that are self-antigen anergic or
ignorant. Because the desensitization of the Erk pathway has been described as one of the
strategies preventing activation of autoreactive B cells in the case of anergic B cells®, we
suggest that Carabin could be a player in this desensitization process; Carabin could prevent
the early activation of ignorant autoreactive B cells after infection-induced TLR, and notably
TLRY, signaling. Further experiments will directly test this model.

Interestingly, Erk phosphorylation was increased in BCR-stimulated B cells from 4-month-
old (NZBxNZW)F1 mice, otherwise showing a 50% decrease of Carabin expression. Our
results are consistent with the data presented by Wu and coll, showing that the Erk pathway
was upregulated in murine lupus B cells in B6.Sle/ congenic mice, and was even
constitutively activated in B6.Slel.Sle3 mice®. B6 mice congenic for the Slela and Slelb
subloci also show increased levels of the Erk2 pathway®’. Carabin gene being located outside
Slel and Sle3 loci, the upregulation of Erk pathway in B cells from mice with spontaneous
lupus could be the consequence of the deregulation of different genes. In addition, we
showed, by transcriptoma analysis, that Carabin was underexpressed in purified B cells in a
subset of lupus patients. Unfortunately, we couldn’t analyze the expression of Erk in these
cells. Very few studies have evaluated Erk phosphorylation status in lupus purified B cells,
and they gave contradictory results (either an increase or no change of Erk phosphorylation in
lupus B cells compared to normal B cells). These discrepancies could be attributed either to
the low number of patients (no more than 7 in these studies), or to the common analysis of
active and quiescent patients, or finally to the differences in the assays used for this
analysis*' ™. A prospective analysis of a large cohort of patients with defined activation

status is necessary to precise if Carabin underexpression and Erk phosphorylation in B cells

167



are linked to the severity of the disease, to the SLE flare susceptibility and to the type of

flare.

Methods

Cell preparation and culture. A20 cell line was from American Type Culture Collection
(ATCC) and was cultured in RPMI with 10% (vol/vol) FCS (PAN). 2.10° cells were
stimulated with LPS alone (10 pg/ml; Sigma) or with F(ab’), anti-Mouse IgG (10 ug/ml;
Jackson Immunoresearch). Splenic cells were cultured in RPMI with 10% (vol/vol) FCS
(PAN). Cells were stimulated with LPS alone (10 pg/ml; Sigma), LPS (10 pg/ml) plus IL-4
(20 ng/ml Sigma), F(ab’), anti-Mouse IgM (10 pg/ml; Jackson Immunoresearch), anti-CD3
(2 pg/ml; BD Biosciences) or anti-CD3 (2 pg/ml; BD Biosciences) plus anti-CD28 antibodies
(2 pg/ml BD Biosciences). Purification of splenic total, or mature B cells and splenic total T
cells was done using B cell isolation kit, CD43 (Ly-48) microbeads and Pan-T cell isolation
kit (all from Miltenyi Biotech), respectively. For the analysis of proliferation, cells were
stained with CFSE (Molecular Probes) before the stimulation. Bone marrow and splenic B

cell subsets were sorted by flow cytometry with a FACS Aria cell sorter (BD Biosciences).

A20 B cells transduction. Lentiviral particles were produced by transient transfection of
293T cells, as previously described*. Viruses were then used to transduce 3.10> A20 B cells
in the presence of polybrene (Sigma). GFP-positive A20 B cells were sorted by flow
cytometry with a FACS Aria cell sorter (BD Biosciences).

Quantitative real-time RT-PCR analysis. mRNA was prepared with RNeasy Kit (Qiagen)
and cDNA was obtained with High Capacity Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems). Quantitative real-time PCR was performed on 10 ng cDNA using Tagman
Universal Mastermix (Applied Biosystems) and Assays-on-Demand probes (Hprtl:
MmO01318743 ml, 18S: Mm03928990 g1, Carabin probe 1: Mm01236554 ml, Carabin
probe 2: Mm01236552 ml, Carabin probe 3: Mm01236550 g1, Aicda: Mm00507774 1;
Applied Biosystems). Each sample was amplified in triplicate in a StepOnePlus real-time
PCR machine (Applied Biosystems). mRNA levels were calculated with the StepOne v2.1
software (Applied Biosystems), using the comparative cycle threshold method, and

normalized to the endogenous control Hprtl.
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Immunoblot analysis. Proteins were extracted by standard techniques. Primary antibodies
and dilutions were as follows: anti-C-ter Carabin, 1:2,000 (Abcam); anti-Actin, 1:5,000
(Santa Cruz); anti-GAPDH, 1:5,000 (Santa Cruz); anti-phospho-SAPK/JNK, 1:2,000 (Cell
Signaling); anti-SAPK/JNK, 1:2,000 (Cell Signaling); anti-phospho-p44/42 (anti-phospho-
Erk1/2), 1:2,000 (Cell Signaling); anti-p44/42 (anti-Erk1/2), 1:2,000 (Cell Signaling).

Mice

Generation of ES cells, Carabin -/-, and conditional Carabin -/- mice: the targeting vector was
constructed as follows. A 0.6 kb fragment encompassing exons 4 and 5 was amplified by
PCR (from 129S2/SvPas ES cells genomic DNA) subcloned in an ICS proprietary vector.
This ICS vector contains a LoxP site as well as a floxed and flipped Neomycin resistance
cassette. A 4.6 kb fragment (corresponding to the 5’ homology arm and 3.3 kb fragment
corresponding to the 3’ homology arms were amplified by PCR and subcloned in stepl
plasmid to generate the final targeting construct. The linearized construct was electroporated
in 129S2/SvPas mouse embryonic stem (ES) cells. After selection, targeted clones were
identified by PCR using external primers and further confirmed by Southern blot with 5> and
3’ external probes. Two positive ES clones were injected into C57BL/6J blastocysts, and
male chimaeras derived gave germline transmission. Chimeras were with Flp deletor mice for
direct excision of the flipped NeoR cassette. The obtained Carabin f/+ mice were backcrossed
on C57BL/6 background for at least 8 generations. Carabin f/+ mice were crossed to CMV-
Cre animals to produce Carabin +/- mice. Homozygous Carabin KO mice were generated by
intercross of Carabin +/- mice. Carabin f/+ mice were crossed to Carabin +/- mice and then to
Mb1-Cre (provided by M. Reth, Freiburg, Germany) and dLck-Cre transgenic mice (provided
by N. Killeen, California, USA) to generate immature B cell and mature T cell Carabin
conditional KO models, respectively. The presence of the Carabin’, -floxed (Carabin’) or -wt
(Carabin™) allele was assessed in offsprings by PCR analysis using specific primers (Lfl : 5’-
GCAGCACAGCAGCTACAGGTCCC-3’ ; Ef : 5’- GCGCCACCATTGCCCAGCTCTA-3’;
Erl : 5’-CCCTCTGCAGACCTCATCCGCC-3’). All animal experiments were performed
with approval by the Direction départementale des services vétérinaires (Strasbourg, France).

(NZBxXxNZW)F1 mice were obtained from Harlan.

Flow cytometry analysis. Cell phenotype was performed on thymic, splenic, and bone
marrow lymphoid populations by four-color fluorescence analysis according to standard

protocols. The following antibodies and reagents were used: FITC, PE, or APC anti—-mouse
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B220, CD3, CD4, CD8, CD19, CD21, CD23, CD44, CD69, CD86, I-A/I-E, CD25, and IgM
(all from BD Biosciences), biotin-OVA (5 ug/ml), Cy5-streptavidin (Jackson
Immunoresearch). Propidium iodide was used for live-dead discrimination. Intracellular
staining was performed as previously described®. Antibody used for intracellular staining
was: anti-Erk1/2 (BD Biosciences). Cells were analyzed using a FACSCalibur. We then

analyzed data with FlowJo software (Treestar).

Antibody detection by ELISA. Total IgG, IgG1, IgG2b, IgG3 or IgM levels were measured
in serum from 8- to 12-week-old mice, and in supernatants after 3 days of stimulation, as
previously described *°. The wells were developed with Fast OPD substrate (Sigma-Aldrich).
Absorbance was measured at 490 nm. Levels of Ig were determined by comparison with a
standard curve using purified IgG, IgGl, IgG2b, 1gG3, IgMk (Sigma-Aldrich; Southern
Biotechnology Associates). The serum reactivity was tested with thyroglobulin, dsDNA,
actin as previously described’’. To measure anti-OVA or anti-NP specific antibodies, 96-
wells ELISA plates were coated with OVA (50 ug/ml, Sigma) and NP-bovine serum albumin
(BSA) (5 ug/ml, Biosearch Technologies) respectively, in sodium carbonate buffer (pH 9.6).
The wells were blocked with 1% BSA for 30 min at 37°C and incubated with diluted sera for
2h at 37°C. Horseradish peroxidase-conjugated isotype-specific antibodies (all from
Interchim) were used as revealing antibodies. For anti-OVA competitive inhibition ELISA
assay, the previous ELISA was modified by prior incubation of sera with increasing

concentrations of soluble OVA, according to Friguet’s method*.

Immunization. 6- to 8-week-old mice were injected intraperitoneally (i.p.) and bled on days
indicated in the figures. Mice were injected with 100 pug Ovalbumin (Sigma) in complete
Freund’s adjuvant (Sigma) or with 100 pg NP-LPS (Biosearch Technologies) in PBS. For
CpG treatment, 8-week-old mice were injected i.p., every other day for 2 weeks, with 40 g
CpG ODN 2395 (tcgtcgttttcggegegegecg) with phosphorothioate bases (Invivogen). Serum

was collected before treatment, and every weeks after the first injection.

Histology and Immunohistochemistry. Kidneys were fixed in 4% formaldehyde and
embedded in paraffin. Sections and Hematoxylin/Eosin (HE) and Trichrome (T) stain were
performed. For immunohistochemistry, kidneys were embedded in Tissue-Tek OCT

compound and snap frozen in methyl-butane with liquid nitrogen. Tissue sections were then

170



stained with IgG-FITC (Jackson Immunoresearch), [gM-biotin (Beckman Coulter) followed
by streptavidin-Alexa546 (Molecular Probes), IgG1-FITC (BD Biosciences), IgG2c-FITC
(BD Biosciences) or IgG3-FITC (Southern Biotech). Samples were analysed by an

anatomopathologist.

Statistical analysis. Statistical significance was calculated with a two-tailed Mann &

Whitney test, using Prism software (GraphPad).
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Figures

-

Carabin **  Carabin
Total cellularity (x10°)
Spleen 112 + 12,9 105 + 35
Lymph nodes 48+29 4,1+3,5
Spleen (% and absolute numbers)
B cells 50,4% + 5,6 45,9% + 9,3
(48,9.10°+15,9)  (50,1.10° + 12,9)
Transitional 1 15,8% £3,1 20,3% 4,8
(15,0.10° + 4,7) (21,7.10°+ 9,7)
Transitional 2 3,5% £1,1 2,9% £ 0,8
(3,3.10% + 1,32) (3,0.10° £ 0,6)
Follicular B cells 68,9% + 2,29 66,1% + 4,7
(65,9.10°+17,6)  (68,9.10° + 12,7)
Marginal zone 9,6% + 1,1 8,2% + 3,5
(9,3.10° £ 3,2) (9,0.10° £ 3,6)
CD4+ T cells 23,9% + 8,8 21,8% + 4,9
(22,3.10° £ 6,0) (22,0.10°+ 7,1)
CD8+ T cells 15,5% + 4,3 14,4% + 4,9

(14,8.10° £ 3,7)

(14,1.10° £ 4,3)

Lymph nodes (% and absolute numbers)

B cells

CD4+ T cells

CD8+ T cells

22,8% +5,3
(1,13.10° £ 0,8)
43,7% + 4,6
(1,9.10° £ 1,2)
29,0% + 4,5
(1,3.10° £ 0,7)

27,2% +3,6
(1,0.10° £ 0,8)
40,2% + 1,2
(1,8.10° £ 1,5)
29,7% + 3,7
(1,3.10° £ 1,1)

Bone marrow (%)
ProB/Pre-B

Immatures

12,6% £ 3,2
4,5% +0,7
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15,2% £5,5
4,2% + 2,5




Transitional 1,0% £ 0,5 0,9% + 0,4
Recirculating mature 6,2% + 2,3 52% +1,8

Thymus (%)

CD4+ T cells 9,2% +£0,5 8,4% +0,4
CD8+ T cells 4,3% = 0,03 4,3% = 0,6
DN 21% 0,2 31% £ 11
DP 84,3% + 0,2 84,1% +2,2

Table 1. Cellularity of lymphoid organs and respective subpopulations in Carabin KO
mice. Quantitation of lymphoid populations in the indicated tissues from the indicated
genotypes of 12-week-old mice. The total cellularity of spleen and lymph nodes is shown in
the top panel. B cell subpopulations were identified by flow cytometry with the following
markers: B cells (B220"IgM"); Pro/PreB (B220'IgM’); Immature (B220™‘IgM");
recirculating mature (B220™€"[gM"); transitional 1 (IgM'CD23°CD21); transitional 2
(IgM'CD23"CD21"); follicular (IgM'CD23"CD21°Y) and marginal zone (IgM'CD23"
CD21"€"). DN: double-negative; DP: double-positive T cells. Means and standard deviation

of six Carabin -/- and seven Carabin +/+ mice are shown.
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Figure 1. Carabin expression is tightly regulated during B cell maturation and
activation. Purified splenic mature B cells were stimulated with anti-IgM (10 pg/ml), LPS
(10 pg/ml), or left unstimulated for the indicated time. Carabin expression was evaluated by
(a) quantitative real-time RT-PCR or (b) Western blot. (¢) Quantitative real-time RT-PCR
analysis of Carabin expression in FACS-sorted B cell subsets: Pro/PreB (B220'IgM);
Immature (B220™‘IgM"); recirculating mature (B220""IgM™); T1 (IgM'CD23°CD21); T2
(IgM'CD23"CD21"");  follicular (IgM'CD23°CD21'"); marginal zone (IgM'CD23"
CD21"€"). Samples were normalized to the endogenous control Hprtl. (a-¢) Data are

representative of three independent experiments. (a, ¢; errors bars, standard deviation).
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Figure 2. Carabin underexpression increases Erk1/2 phosphorylation after stimulation
of A20 B cells. (a) A20 cells were transduced with lentiviral constructs containing no shRNA
(pTRIP-control, -) or an shRNA targeting Carabin (pTRIP-shCarabin, +) and GFP" cells

were sorted. Carabin expression was determined by quantitative real-time RT-PCR. Each
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sample was normalized to the endogenous control 18S. Bars represent the level of Carabin
transcript expression in transduced A20 cells relative to non-transduced A20 cells. (b)
Immunoblot analysis of Carabin expression in A20 B cells after transduction as in a. GAPDH
was used as loading control. (¢) Flow cytometry analysis of activation markers on GFP" A20
B cells, transduced and sorted as in a, then stimulated with an anti-IgG antibody (10 pg/ml)
or with LPS (10 pg/ml) for 24h. (d) A20 B cells transduced and sorted as in a, then
stimulated with an anti-IgG antibody (10 pg/ml) for 1, 3 or 5 minutes. Cell lysates were
analysed by Western blot using anti-phospho Erk1/2 antibody. Erk1/2 was used as a loading
control. The percentages of phospho-Erk1/2 were normalized to the total Erk1/2 proteins in
the corresponding lane. (e¢) A20 B cells were treated as in d. Cell lysates were analysed by
Western blot using anti-phospho JNK antibody. JNK was used as a loading control. Notation:
+, cells stably expressing Carabin specific shRNA; -, control cells. (a-e) Data are

representative of three independent experiments. (a, ¢; errors bars, standard deviation).
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Figure 3. Serum Ig production in Carabin -/- mice. Sera from Carabin +/+ and Carabin -/-
mice were collected and total IgG, IgM, IgGl, IgG2b, and IgG3 were determined by ELISA

(microgram / milliliter). The results of two-tailed Mann-Whitney test are indicated.
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Figure 4. Hyperresponsiveness of Carabin-deficient T Cells. Flow cytometry analysis of
(a) dilution of CFSE-labeled and (b) cell surface expression of the activation marker CD69,
CD44 and CD25 on Carabin +/+ and Carabin-/- CD4" T cells after stimulation for 72h with
anti-CD3 antibody (2 pg/ml) (dashed line), anti-CD3 plus anti-CD28 antibodies (2 ug/ml
each) (solid line), or medium alone (shaded gray). (¢) Flow cytometry analysis of Erk
phosphorylation on Carabin +/+ and Carabin -/- CD4" T cells after stimulation for 10 min
with anti-CD3 antibody (2 pg/ml) (dashed line), anti-CD3 plus anti-CD28 antibodies (2
pg/ml each) (solid line), or with medium alone (shaded gray). Numbers indicate Mean

Fluorescence Intensity. (a-¢) Data are representative of three independent experiments.
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Figure 5. Increased response of Carabin-deficient B Cells. Flow cytometry analysis of (a)
dilution of CFSE-labeled and (b) cell surface expression of the activation marker CD86,
CD69 and MHCII on Carabin +/+ and Carabin -/- CD19" B cells after stimulation for 72h
with LPS (10 pg/ml) (dashed line), anti-IgM antibody (10 pg/ml) (solid line), or medium
alone (shaded gray). (c¢) Ig levels (nanogram/milliliter) were analyzed in supernatants from
splenic cell cultures, after 72h of stimulation with LPS (10 pg/ml) (in this case, IgM, IgG,
IgG2b, IgG3 were quantified) or LPS (10 pg/ml) + IL-4 (20 ng/ml) (in this case, [gG1 were
quantified). The results of two-tailed Mann-Whitney test are indicated. (d) Flow cytometry
analysis of Erk phosphorylation on Carabin +/+ and Carabin -/- B220" B cells after
stimulation for 10 min with anti-IgM antibody (10 pg/ml) (solid line), or with medium alone
(shaded gray). Numbers indicate Mean Fluorescence Intensity. (a-d) Data are representative

of three independent experiments.
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Figure 6. Increased early antigen-specific B cell response in Carabin KO and Carabin
conditional KO mice. (a,b) Six- to eight-week-old mice of the indicated genotype were
injected intraperitoneally with 100 pg OVA in complete Freund’s adjuvant and bled seven
days after injection. Anti-OVA (a) IgM or (b) IgG titers were determined by ELISA. The
results of two-tailed Mann-Whitney test are indicated. Because the results obtained in
Carabin +/+ and in Carabin f/- Cre-negative mice were not different, these animals were
pooled in the same “control” group. (¢) The relative affinities of anti-OVA IgG in the
Carabin -/- (n=7) and control mice (n=4) were determined by a competitive inhibition ELISA
assay, using increasing concentrations of soluble OVA in the ELISA assay presented in b. (c;

errors bars, standard deviation).
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Figure 7. Autoimmunity in CpG treated Carabin -/- mice. (a,b) Eight to ten-week-old

mice of the indicated genotypes were treated with 40 pug of CpG intraperitoneally every other

day for 2 weeks. (a) Serum was collected before treatment (day 0), and at day 7, 14, 28, 49

after the first injection. Anti-dsDNA IgG titers were determined by ELISA. (b)

Immunofluorescent analyses of glomerular deposition of Igs of the indicated isotypes after

CpG treatment. Mice were analyzed 6 weeks after start of treatment. Hematoxylin and eosin

(HE) and trichrome (T) sections are shown above. Scale bars: white 200 um; black 20 um. (c,

d), anti-thyroglobulin (¢) and anti-actin (d) IgG titers were determined by ELISA. (a-d) Data

are representative of three independent experiments. (a, ¢, d; errors bars, standard deviation).
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Figure 8. Carabin is underexpressed in (NZBxNZW)F1 B cells. (a) Quantitative real-time
RT-PCR analysis of Carabin mRNA expression in splenic mature B cells purified from 4-
month-old Balb/c (n=4) and (NZBXxNZW)F1 (n=4) mice. Each sample was normalized to the
endogenous control Hprtl. (b) Flow cytometry analysis of Erk phosphorylation on Balb/c or
(NZBXNZW)F1 B220" B cells after stimulation for 10 min with anti-IgM antibody (10

pg/ml) (+) or with medium alone (-). (a; errors bars, standard deviation).
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Supplementary Figure 1. Carabin gene targeting. (a) Schematic representation of the
targeted region of murine Carabin locus (Carabin +), targeting construct, targeting allele,
Neo-deleted and exons 4-5 floxed (Carabin f) allele, and Neo-deleted and exons 4-5 deleted
(Carabin -) allele. Filled boxes represent exons; filled triangles, LoxP sites. Note that the
NeoR cassette is flipped and floxed (FRT sites are not represented) (b) Screening of Carabin
f/-, Carabin +/-, Carabin +/+ and Carabin -/- mouse line progenies by PCR on tail DNA,
using primers 1 (Lfl), 2 (Ef) and 3 (Erl); see “Generation of ES cells, Carabin -/-, and
conditional Carabin -/- mice” in the Methods section. Filled box represents exons; filled
triangles, LoxP sites. Primers 1 and 3 reveal a 1.15 kb floxed (Carabin f), a 0.99 kb WT
(Carabin +) and a 0.42 kb deleted (Carabin -) alleles, respectively. Primers 2 and 3 reveal a
0.20 kb WT and 0.32 kb floxed alleles, respectively. (¢) Quantitative real-time RT-PCR
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analysis of Carabin mRNA expression in splenocytes from Carabin +/+ or Carabin -/- mice,
using three different probes matching exons 2-3 (Probe 1), exons 4-5 (Probe 2), exons 6-7
(Probe 3). Each sample was normalized to the endogenous control Hprtl. (d) Western blot
analysis of splenic and thymic cells from Carabin +/+ or Carabin -/- mice. Actin was used as
loading control. (e) PCR analysis of Carabin deletion. Carabin f and Carabin - alleles were
amplified from genomic DNA of purified splenic total B or T cells (depending on the
conditional KO model), and thymocytes from Carabin /- mice expressing Cre (+) or not (-),
using a combination of primers 1, 2, and 3 (depicted in Supplementary Figure 1b). (f)
Immunoblot analysis of Carabin expression in purified splenic total B or T cells, and
thymocytes from Carabin f/- mice expressing Cre (+) or not (-), using an anti-Carabin

antibody. Actin was used as loading control. (¢; errors bars, standard deviation).
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Supplementary Figure 2. Carabin deficiency did not modify germinal center kinetics in
OVA-immunized mice. (a,b) Flow cytometry analysis of OVA-specific B cells
(B220"/OVA") (left) and germinal center B cells (CD95/GL7") in OVA-specific population
(middle, flow cytometry plots; right: the histograms show percentages of cells) in spleen (a)
and lymph nodes (b), of Carabin -/- and Carabin +/+ mice, at day 7 after immunization with
100 pg OVA in complete Freund’s adjuvant. (a, b) Data are representative of three

independent experiments. (a, b; errors bars, standard deviation).
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Supplementary Figure 3. Increased early antigen-specific T-independent B cell response

in Carabin KO mice.

intraperitoneally with 100 pg NP-LPS in PBS and bled seven days after injection. Anti-NP
(a) IgM or (b) IgG titers were determined by ELISA. The results of two-tailed Mann-
Whitney test are indicated. (¢, d) Anti-dsDNA (c), anti-thyroglobulin (d) IgG titers were

determined by ELISA in sera of Carabin +/+ (n=3) and Carabin -/- (n=3) mice. (¢, d; errors

(a,b) 12-week-old mice of the indicated genotype were injected

bars, standard deviation).
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G) Conclusions, discussion et perspectives

Les données exposées dans cette deuxiéme partie sur 1’étude du géne Carabin nous
ont permis de montrer que :

1/ les lymphocytes T issus de souris Carabin KO et Carabin KD répondent plus
rapidement et plus fortement a une stimulation de la voie du TCR. Ceci se manifeste par une
accélération de la phosphorylation de Erk, une augmentation de la prolifération et une
augmentation de la surexpression des marqueurs d’activation, aprés activation de
lymphocytes T déficients en Carabin. Ces résultats confirment dans un systeme plus
physiologique les données obtenues par Pan et al. définissant Carabin comme un régulateur

négatif de la voie du TCR (F. Pan et al. 2007).

2/ la déficience en Carabin dans les lymphocytes B aussi bien in vitro (cellules A20)
qu’ex vivo (lymphocytes B issus de souris Carabin -/-) engendre, aprés une stimulation BCR
dépendante, une accélération de la phosphorylation de Erk, un composant essentiel de la voie
de signalisation du BCR. Ces résultats mettent en évidence une fonction similaire pour
Carabin dans la voie du BCR et du TCR, en jouant un réle important dans la régulation
négative des signaux provenant d’une stimulation du BCR.

La fonction régulatrice de Carabin sur la signalisation du BCR peut supposer que
Carabin joue un role dans les mécanismes de tolérance B, qui dépendent de la force du signal
du BCR suite a la liaison d’un autoantigéne. Les investigations pour tenter de répondre a
cette question porteront sur 1’étude des mécanismes de tolérance dans le modéle anti-ADN

3H9 (56R) de Weigert sur fond Carabin KO. Les croisements sont en cours au laboratoire.

3/ I’absence de Carabin chez la souris donne lieu a une augmentation de la réponse
précoce a un antigéne T-dépendant et T-indépendant. De plus, ce phénotype est également
observé chez les souris ayant un KO conditionnel de Carabin dans les lymphocytes B (Mb1-
Cre) alors qu’il n’est pas observé lors d’un KO conditionnel de Carabin dans les lymphocytes
T (dLck-Cre). Ces données confirment le role de Carabin comme un régulateur négatif des
lymphocytes B. En perspective de ce travail, il sera intéressant d’étudier 1’effet de cette
accélération de la réponse a un antigéne, dans le cadre d’une infection bactérienne ou virale.
L’¢étude de la réponse immunitaire de souris Carabin KO dans un mod¢le d’infection nous

permettra de répondre a cette question. Des études d’infection par Borrelia burgdorferi sont
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en cours de réalisation.

4/ Les souris Carabin KO ne développent pas de signe d’autoimmunité a elles seules.
Cependant, leurs lymphocytes B présentent des signes d’hypersensibilité. Ainsi, étant donné
le caractére multigénique de la maladie lupique, il sera important d’étudier si une déficience
en Carabin est capable d’accélérer I’apparition et/ou la sévérité d’une autoimmunité dans des
modeles murins de LED. Cette hypothése sera testée en analysant le développement des

signes autoimmuns dans des souris B6/pr, Slel,2 ou 3 Carabin déficientes.

5/ les souris Carabin KO développent des signes d’autoimmunité aprés une double
stimulation BCR et TLR-9 délivrée par ’injection de CpG. En effet, peu de temps apres
injection, les lymphocytes B de souris Carabin KO produisent des autoanticorps
exclusivement de type anti-ADNdb et présentent des dépots rénaux d’Ig. Ceci aboutit au
développement d’une atteinte rénale qui peut étre apparentée a une glomérulonéphrite
lupique de type II. Ces résultats montrent que, bien qu’une déficience en Carabin a elle seule
ne permette pas le développement d’une autoimmunité, une stimulation des cellules B par le
BCR et TLR-9 déclenche I’apparition d’une autoimmunité.

Le déclenchement d’une autoimmunité par une co-stimulation BCR et TLR a déja été
évoqué par plusieurs groupes. Cette hypothése a été pour la premiére fois proposée par
Leadbetter et al en 2002. Dans cette étude, les auteurs montrent que I’activation d’une lignée
de cellules B (AM14) exprimant un BCR spécifique de la partie Fc des IgG (encore appelé
facteur rhumatoide) nécessite deux signaux : 1/ un signal provenant du BCR apporté par la
fixation de complexes immuns IgG/chromatine ; 2/ un signal provenant de TLR9 apporté par
I’endocytose via le BCR des complexes immuns contenant de I’ADN (Leadbetter et al.
2002). Par la suite d’autres études ont permis de confirmer cette hypothése en étendant ce
mode d’activation aux cellules exprimant un BCR dirigé contre I’ADNdb. Ainsi, dans le
modele 3H9 de Weigert, une stimulation des cellules B avec de I’ADN hypométhylé de type
CpG engendre une activation de ces cellules, activation qui n’est pas observée lors de
I’utilisation de cellules AM14 (Viglianti et al. 2003).

De plus, I'un des premiers effets d’une injection de CpG est une forte production de
d’IFN-o (Hartmann et al. 2003). Cette production d’interféron va provoquer une
augmentation de I’expression des TLR7 et TLR9 a la surface des cellules B et va aussi

générer une mort cellulaire. Les débris provenant de cellules mortes contiennent des

192



autoantigénes potentiels notamment de I’ARN et de ’ADN qui vont pouvoir étre reconnus
par le BCR de cellules B de spécificité anti-ADN ou anti-ARN. Aprés endocytose du BCR,
les molécules d’ARN ou d’ADN endosomique vont avoir la possibilité de stimuler le TLR7

ou le TLRY, respectivement (Figure 37).

momrsrs DNA
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Rheumatoid-factor-positive DNA-specific B cell RNA-specific B cell
(IgG2a-specific) B cell

Figure 37 : Modéle de déclenchement d’une autoimmunité induite par une stimulation
conjointe du BCR et de TLRs.

Scénarios possibles pour le transport BCR-dépendant de complexes immuns anti-ADN/ADN,
de I’ADN ou de ’ARN, dans les compartiments endosomiques, dans lesquels sont exprimés
les TLR7 et TLRO.

D’apres (Marshak-Rothstein 2006).

Toutes ces données ont abouti a 1’¢laboration d’un modele décrivant le déclenchement
d’une boucle d’amplification qui peut conduire a une activation de cellules B anti-ADN ou
anti-ARN. Chez I’homme, lors d’une infection virale, une grande quantit¢ d’IFN-o est
produite. Ceci pourrait enclencher la boucle d’amplification décrite précédemment.
Cependant, il semble évident qu’il existe des mécanismes de régulation permettant d’éviter ce
phénomene puisque la majorité des individus ayant contracté une infection virale ne
développent pas d’autoimmunité.

Nous avons montré dans cette partie que I’activation par le BCR et le TLR9 permet
I’apparition d’une autoimmunité chez la souris Carabin KO. D’autre part, plusieurs études
ont montré que la voie Erk, qui est directement régulée par Carabin, est d’une grande
importance notamment dans le maintien de 1’état d’ignorance ou d’anergie des lymphocytes
B autoréatifs (Rui et al. 2003). Tous ces résultats obtenus chez la souris Carabin KO couplés

aux données issues de notre analyse du transcriptome de patients atteints de LED, faisant état
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d’une diminution de I’expression de Carabin au cours du LED, constituent un faisceau de
preuves laissant supposer un role important de Carabin dans les mécanismes de régulation de
I’activation de cellules B autoréactives.

Cette partie des résultats obtenus sur I’étude de Carabin nous ouvre plusieurs
perspectives de travail :

- il sera intéressant d’évaluer la réponse de souris Carabin KO conditionnelles
spécifiques des lymphocytes B a une immunisation par le CpG DNA, afin d’évaluer
indirectement la contribution des autres cellules que les lymphocytes B, au phénotype que
nous observons.

- nos résultats tendent a montrer que Carabin pourrait réguler de manic¢re négative
I’activation de lymphocytes B autoréactifs co-activés par le BCR et le TLRO. Ainsi, outre sa
fonction de régulateur négatif de la voie du BCR, Carabin pourrait également étre impliquée
dans la régulation de la voie de signalisation du récepteur TLR9. Cette hypothése sera testée
par une analyse de la prolifération, de la surexpression des marqueurs d’activation et de la
cascade d’activation, induite apres stimulation de lymphocytes B Carabin KO avec du CpG,
en présence ou absence d’inhibiteur de TLRY, et d’anticorps anti-IgM en dose suboptimale
(afin de stimuler la voie du BCR).

- Ensuite, afin de confirmer les résultats, il sera intéressant d’étudier 1’activation de
cellules B anti-ADN 3H9, déficients ou non en Carabin, par du CpG DNA (permettant de co-
activer dans ce cas la voie du BCR et du TLRY, Figure 37 page 193) in vitro, et enfin
d’étudier I’effet de I’injection de CpG DNA a des souris transgéniques anti-ADN 3H9
Carabin KO.

6/ Les partenaires de Carabin dans les lymphocytes T sont connus (Ras et la
calcineurine) (F. Pan et al. 2007), mais pas dans les lymphocytes B. Méme si nos résultats
sont en faveur de I’hypothése que Carabin interagit également avec Ras dans les lymphocytes
B, il sera important d’étudier les partenaires de Carabin dans ces cellules. Ainsi, des
expériences d’immunoprécipitation, réalisées dans des cellules B transduites avec un vecteur
lentiviral permettant 1I’expression d’une protéine Carabin fusionnée a une étiquette V5, nous

permettront de répondre a cette question.

7/ Enfin, afin de mieux comprendre les effets de la sous-expression de Carabin dans
les lymphocytes B, nous envisageons d’étudier ’effet de la sous-expression de Carabin sur

I’expression d’autres génes des LB grace a des puces affymetrix pangénomiques.
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II1. Etude de la fonction de Sh3kbpl
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A) Les multiples fonctions de Sh3kbp1

Sh3kbpl (ou CIN85 ou Ruk ou Seta) est une protéine adaptatrice, composée de 3
domaines SH3 (Src-Homology 3) dans sa partie N-terminale, d’un domaine riche en proline
et dun domaine coiled-coil au niveau C-terminal. Grace a ces différents domaines
fonctionnels, Sh3kbpl a la capacité de se lier a un grand nombre de protéines (Figure 38),
comme le prouvent les données de la littérature : en effet Sh3kbpl semble appartenir a
différents complexes protéiques (pour revue (Dikic 2002)). Lorsque nous avons débuté

I’étude sur Sh3kbpl, plusieures fonctions de cette protéine étaient d’ores et déja décrites.
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Figure 38: Représentation schématique de la protéine Sh3kbp1.
Les positions des domaines fonctionnels connus sont indiquées.

La premiére étude ayant permis d’identifier Sh3kbp1 a été publiée en 2000 et a mis en
¢vidence la capacité de Sh3kbpl a se lier aux protéines de la famille Cbl (Casitas B-lineage
Lymphoma). Dans cette étude, les auteurs ont également montré 1’implication du couple
Sh3kbp1/Cbl-b dans la voie de signalisation du récepteur a I’EGF (Epidermal Growth Factor)
(Take et al. 2000). Au cours des années 2000, de nombreux travaux ont corroboré la fonction
exercée par Sh3kbpl dans la voie du récepteur a I’EGF et ont également permis de préciser
les mécanismes d’action de Sh3kbpl. Ainsi, dans deux études parues dans Nature en 2002,
deux équipes ont montré simultanément que Sh3kbpl fait partie d’un complexe comprenant
la protéine Cbl et I’endophiline (Soubeyran et al. 2002; Petrelli et al. 2002). Aprées liaison de
I’EGF a son récepteur, ce complexe permet I’internalisation du récepteur et sa dégradation.

Une autre étude montre un role de Sh3kbpl dans la régulation de la PI3K
(Phosphatidyl-Inositol 3 Kinase). Dans cette étude, les auteurs montrent que Sh3kbpl est
capable, grace a son domaine riche en proline, de se lier a une sous-unité régulatrice de la
PI3K appelée p85a, et que la surexpression de Sh3kbpl dans une culture primaire de
neurones engendre I’apoptose des cellules due a une suractivation des cellules (Gout et al.
2000). D’autre part, une interaction entre Sh3kbpl et BLNK (B-Cell Linker Protein), une

proteine impliquée dans la voie de signalisation du BCR, a également été décrite (Watanabe

196



et al. 2000). Enfin, Sh3kbpl a été impliquée dans la voie de signalisation du pré-TCR : il a
été montré que la liaison de la chaine alpha du pré-TCR aux protéines Sh3kbpl et C2AP est
importante pour 1’activation de la voie de signalisation de ce récepteur (Navarro et al. 2007).
Ainsi, dans cette étude Sh3kbpl a plutdt un role positif dans la signalisation intracellulaire du
pre-TCR.

Au cours de I’activation des voies de signalisation du TCR et du BCR de nombreuses
protéines vont étre ubiquitinylées, ce qui va engendrer soit leur dégradation via le
protéasome, soit leur permettre de recruter d’autres protéines portant des UBD (Ubiquitin
binding domain). Il a ét¢ montré que le domaine SH3C de Sh3kbpl est également capable de
se lier a des protéines ubiquitinylées et peut donc jouer le role d’UBD (Bezsonova et al.
2008). Ainsi Sh3kbpl est capable de s’associer a de nombreuses protéines, pour
éventuellement former des complexes protéiques importants.

Cependant, dans les cellules immunitaires, c’est I’interaction entre Sh3kbpl et les
protéines de la famille Cbl qui semble jouer le role le plus important. La famille des protéines
Cbl comporte trois membres : ¢-Cbl (ou Cbl), Cbl-b et Cbl-3. Deux protéines de cette famille
(Cbl-b et c-Cbl) sont fortement exprimées dans les cellules de la lignée lymphoide et jouent
un role important dans la régulation des voies de signalisation du BCR, du TCR et des
récepteurs pour la partie Fc des immunoglobulines (FcR). Les protéines de la famille Cbl sont
des E3 ubiquitine ligases qui permettent I’ubiquitination de certains composants des voies de
signalisation intracellulaire. Dans les lymphocytes T de souris, une déficience en c-Cbl
engendre une augmentation de ’activation de ZAP70 ({-associated protein of 70kDa) qui va
permettre une augmentation de la phosphorylation de Erk et provoquer un défaut dans les
processus de sélection négative dans le thymus (M Naramura et al. 1998). Le KO de Cbl-b
n’affecte pas la sélection thymique mais va provoquer en revanche une hyperactivation des
lymphocytes T et des lymphocytes B, donnant lieu a I’appariition de signes d’autoimmunité,
qui se manifestent par la présence d’autoanticorps anti-ADNdb dans le sérum et d’infiltrats
lymphocytaires dans de nombreux organes (Bachmaier et al. 2000). Enfin, un double KO de
c-Cbl et Cbl-b va engendrer une réponse exacerbée des lymphocytes T suite a une stimulation
par la voie du TCR. Ceci est du a un défaut d’internalisation du TCR qui empéche
I’extinction du signal provenant du TCR (Mayumi Naramura et al. 2002). Une double
déficience en c-Cbl et Cbl-b spécifiquement dans les lymphocytes B provoque une
augmentation du nombre de lymphocytes B1 et des lymphocytes B de la zone marginale chez

la souris, ainsi que 1’apparition chez 50% des animaux d’une maladie de type lupique a I’age
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de 10 mois (Kitaura et al. 2007). Ces données montrent bien le role fondamental des
protéines de la famille Cbl dans la régulation des signaux provenant du TCR et du BCR.

Sh3kbpl est un interactant direct des protéines de cette famille. En effet, il a été
montré, dans une lignée de mastocytes, que Sh3kbpl est capable de se lier a Cbl et de
promouvoir [’ubiquitination puis la dégradation de Syk (spleen tyrosine kinase) apres
activation. Syk est par ailleur un composant clé de la voie de signalisation du BCR (Peruzzi
et al. 2007).

Toutes ces données bibliographiques, ajoutées au fait que 1’expression de Sh3kbp1 est
diminuée dans les lymphocytes B de patients atteints de LED quiescent dans notre analyse
transcriptomique, nous a poussé a étudier les conséquences de la sous-expression de Sh3kbpl

dans les lymphocytes B et dans le développement d’une autoimmunité.

B) Régulation de I’expression de Sh3kbp1 dans les lymphocytes B

Nous avons dans un premier temps analysé l’expression de Sh3kbpl dans des
lymphocytes B, activés de fagon BCR-dépendante (anticorps anti-IgM) (Figure 39a) ou BCR-
indépendante (LPS) (Figure 39b). Les résultats montrent une augmentation de I’expression de
Sh3kbpl, 24h et 48h apres activation avec un anticorps anti-IgM. De facon intéressante, cette
augmentation n’est pas observée lors d’une stimulation BCR-indépendante. Ces résultats
montrent que I’expression de Sh3kbpl est régulée au cours d’une stimulation du BCR,

laissant supposer une fonction importante de cette protéine dans cette voie d’activation.

(a) (b)
anti-IgM : Oh  6h 12h 24h 48h LPS: Oh 6h 12h 24h 48h
95kd — 95kd —
7okd— TP G - .. 4Sh3kbpt_, . W w= == -5 W 4Sh3kbp1

Figure 39 : Expression de Sh3kbpl dans les lymphocytes B apreés activation BCR-
dépendante ou BCR-indépendante.

Analyse par Western Blot de lysats protéiques de lymphocytes B de souris, triés (CD43-) puis
activés avec un anticorps anti-IgM (10 pg/ml) (a) ou du LPS (10 pg/ml) (b) pendant les
temps indiqués.

198



C) Modulation de P’expression de Sh3kbp1 par ARN interférence

Comme pour Carabin, le but de ce travail était, dans un premier temps, de choisir une
séquence de shRNA spécifique de Sh3kbpl murin, qui serait clonée dans une construction
lentivirale, afin de produire des cellules B Sh3kbpl KD et des souris transgéniques KD, et
d’étudier ainsi les effets de la sous-expression de Sh3kbp1 sur la fonction des lymphocytes B
et le développement d’une autoimmunité. Les méthodes utilisées pour générer les différentes
constructions permettant 1I’expression d’un shRNA spécifique de ’ARNm de Sh3kbpl sont
identiques a celles utilisées pour le géne Carabin (voir partie “Modulation de 1’expression de
Carabin par ARN interférence* page 144).

Contrairement au géne Carabin, un anticorps spécifique de la protéine Sh3kbpl était
disponible au début de cette étude. Ceci nous a permis de directement tester les shRNA dans

une lignée de fibroblastes murins (cellules 1L.929).

1) Test des shRNA spécifiques de ’ARNm de Sh3kbp1

Pour réaliser l'inhibition de I’expression de Sh3kbpl, nous avons testé 20 shRNA
différents dirigés contre I’ARNm de Sh3kbpl dans le systétme pSUPER. (Figure 23 page 100
matériels et méthodes). Ce vecteur nous a permis dans un premier temps de tester 1’efficacité
des différents shRNA apres transfection de cellules L929. Pour générer une lignée stable
exprimant le shRNA, la cassette contenant le promoteur HI1 suivi du shRNA a ensuite été
clonée dans le vecteur lentiviral pTRIP. Nous avons choisi des séquences de shRNA (selon
les critéres détaillés dans la partie Matériels et Méthodes) s'hybridant a différents endroits le

long du transcrit de Sh3kbpl (Figure 40).

ARNmM de Sh3kbp1l

5UTR Séquence codante 3UTR

> ¢ ¢ ¢ % A
5 4 3 2 1
?shRNA

Figure 40 : Schéma des régions d'hybridation des shRNA le long du transcrit de
Sh3kbpl.

Les shRNA (numérotés de 1 a 5) ont été choisis en utilisant la méthode développée par Tusch
et al. (cf matériels et méthodes).
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a) Sous-clonage des shRNA dans le vecteur

PSUPER.

La méthode utilisée pour le sous-clonage du shRNA spécifique de Sh3kbpl dans le

vecteur pSUPER est la méme que celle décrite pour le géne Carabin (page 146).

b) Expression des shRNA dans des cellules 1929

Une transfection du vecteur pPSUPER-shRNA dans des fibroblastes murins (L929) a
été réalisée dans le but de tester I’efficacité des différents ShARNA, et ainsi de sélectionner les
shRNA efficaces qui ont ensuite pu étre clonés dans le vecteur lentiviral pTRIP. Les lysats
cellulaires des cellules transfectées ont été récoltés 48h apres transfection et I’expression du
produit de Sh3kbpl a été analysée par Western Blot a 1’aide d’un anticorps anti-Sh3kbpl. La
figure 41 montre le résultat d’un Western Blot représentant le test de 5 shRNA différents.
Nous avons pu observer une baisse de 1'expression de Sh3kbpl, par rapport au contrdle, lors
de la transfection avec les vecteurs pPSUPER-shRNA n° 1 et n° 2. Ces résultats indiquent que
le systeme d'ARN interférence semble avoir fonctionné avec les vecteurs pPSUPER n° 1 et n°
2. Ainsi, le vecteur pSUPER n° 2 a été choisi en vue du clonage de la cassette contenant le

promoteur H1 et le shRNA, dans le vecteur lentiviral pTRIP.

shRNA: Cont n°1 n°2 n°3 n°4 n°5

95kd = -
kg — D v WD QD S <Sh3Kbp!

34kd — WP WD WD WS @B W < Gapch

Figure 41 : Expression de Sh3kbp1 aprés transfection de cellules L.929 avec le vecteur
pSUPER-shRNA.

Analyse par Western Blot des lysats de cellules 1929, 48h apres transfection avec le vecteur
pSUPER-shRNA. L'expression de Sh3kbpl a été testée aprés transfection avec 5 vecteurs
pSUPER-shRNA différents, le vecteur pSUPER sans shRNA servant de contrdle (Cont).
L’expression de Sh3kbplest détectée a 1’aide d’un anticorps anti-Sh3kbp1, et celle de 'actine
a l'aide d'un anticorps anti-actine.
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2) Clonage des shRNA choisis dans le vecteur lentiviral

pTRIP

La méthode utilisée pour le clonage des shRNA dans le vecteur pTRIP est la méme
que celle décrite pour le geéne Carabin (page 148). Pour les raisons évoquées précédemment
dans I’étude du géne Carabin, le promoteur CMV, guidant I’expression de la GFP, a
cependant été remplacé par celui de 1’Ubiquitine C humaine (promoteur ubiquitaire
permettant une expression significative dans les organes lymphoides) (Soulas-Sprauel et al.

2007).

D) Etude de I’effet d’une sous-expression de Sh3kbp1 sur la fonction
des lymphocytes B dans la lignée A20 in vitro

Dans le but d’évaluer I’effet d’une sous-expression de Sh3kbpl sur la fonction des
lymphocytes B nous avons utilisé la construction lentivirale (Figure 23 page 100 matériels et
méthodes) décrite précédemment pour transduire des cellules de la lignée A20. Comme pour
I’étude de Carabin, la construction lentivirale utilisée contient un géne rapporteur de type
GFP. Ainsi, aprés un tri des cellules GFP™ (I’expression de la GFP étant le témoin d’une
intégration lentivirale) nous avons vérifi¢ la sous-expression de Sh3kbpl par RT-PCR
quantitative en temps réel et par Western Blot. La transduction des cellules A20 avec le
lentivirus permettant une expression du shRNA spécifique de Sh3kbpl engendre une forte

sous-expression de I’ARNm (Figure 42a) et de la protéine Sh3kbp1 (Figure 42b).

(a) (b)
pTRIP : lucif n°2 Figure 42 :
1.0 Vérification du KD
5 O5Kd . . 4 Sh3Kbp1-I de  Sh3kbpl dans
$ 0.8 72Kd 1Sh3kbp1-AA les cellules A20
X transduites.
2 054 - w» ( Gapdh Les cellules A20 ont
o 0s 34kd = P été transduites avec
1 des lentivirus permettant 1I’expression d’un shRNA spécifique de la
2 037 luciférase (lucif) ou de Sh3kbpl (n°5). Aprés tri des cellules GFP”,
7 les lysats protéiques ont été prélevés, et ’ARN a été purifié, puis
0.0- I’expression de Sh3kbpl a été analysée par RT-PCR quantitative en

pTRIP: Cont n°2 temps réel (a) ou par Western Blot (b). Les isoformes Sh3kbpl-1 et
Sh3kbp1-AA sont représentées.
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Nous avons ensuite activé ces cellules A20 a I’aide d’un anticorps anti-IgG puis
analysé la phosphorylation de plusieures protéines de la voie de signalisation du BCR (Erk,
Akt et JNK) par Western Blot. Les résultats montrent que la sous-expression de Sh3kbpl
dans les cellules A20 provoque une accélération de la voie Erk et Akt aprés stimulation BCR-
dépendante (Figure 43a et b). La voie JNK, au contraire, ne semble pas étre impactée par la
sous-expression de Sh3kbpl (Figure 43c). Ces observations montrent que Sh3kbpl est
important dans la régulation du signal provenant du BCR et permet de suspecter un réle de

régulateur négatif de cette voie pour cette protéine.

(a) 0 1 3 10  min
- + -+ Sh3kbp1 shRNA

- + - +
badmt—3 33 3 3 B0
SEERRERe -

(b) 0 1 3 10 min
+  Sh3kbp1 shRNA
—— m—— . 4P-Akt

]
+
I

+
]

+
]

e D G D A S <\ K

© 9 1 3 10 min
T+ Sh3kbp1 shRNA

- + - + - +
- s S B <«P-IJNK

Figure 43 : Etat de phosphorylation d’Erk, d’Akt, et de JNK, dans les cellules A20
Sh3kbp1l KD, aprés activation BCR-dépendante.Analyse par Western Blot des lysats de
cellules A20 Sh3kbpl KD ou de cellules contrdles (shRNA anti-luciférase) 1, 3, et 10 min
aprés stimulation avec un anticorps anti-IgG ou avec du milieu de culture seul. L'expression
de Erk et phospho-Erk (a), Akt et phospho-Akt (b), JNK et phospho-JNK (c) a été testée.
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E) Etude de I’effet d’une sous-expression de Sh3kbp1 chez la souris

Dans le but d’étudier les effets de la sous-expression de Sh3kbp1 in vivo, nous avons
dans un premier temps généré (en utilisant le méme lentivirus que celui utilis€ pour les
expériences sur les cellules A20) une lignée de souris exprimant le shRNA spécifique de
Sh3kbpl par transgénése lentivirale, afin de permettre une sous-expression de Sh3kbpl in
Vivo.

Apres production des animaux transgéniques fondateurs, nous avons vérifié¢ par RT-
PCR quantitative en temps réél la sous-expression de Sh3kbpl dans les cellules de sang total
d’un grand nombre de souris transgéniques lentivirales, provenant de fondateurs différents et
présentant un nombre vari¢ d’intégrations lentivirales. Dans un second temps, nous avons
analysé la sous-expression de Sh3kbpl dans la rate de souris issues d’un des fondateurs, par
Western blot. Malheureusement, aucune des souris analysées n’a permis de mettre en
¢vidence une sous-expression de Sh3kbpl que ce soit dans les cellules du sang total
(Figure 44) ou dans les cellules de rate (Figure 45 page 204). De ce fait le phénotype de ces
souris n’a pas été analysé en détail (sous-population des lymphocytes B, T, activation, etc...).

Les raisons de cette absence de KD chez les souris lentigéniques sont
vraisemblablement les mémes que celles concernant les souris Carabin KD, et sont discutées
dans le paragraphe “Vérification du modele Carabin KD* (page 149).

Nous avons pu cependant noter une expression de la GFP suffisamment importante
pour étre détectable en cytométrie de flux sur les cellules sanguines. Ainsi 'utilisation du

promoteur de 1I’Ubiquitine C humaine dans un mode¢le in vivo se révele plus efficace que celle

du promoteur CMV.
1.1 . _

S 1.04 Figure 44: Expression de
2 0.9- PARNm codant pour Sh3kbpl
g 0.8- dans les cellules de sang total de
3 0.7- souris Sh3kbp1 KD.

Q 0.6 L’expression de Sh3kbpl a été
2 0.5- analysée par RT-PCR quantitative
© 04- en temps réel, a partir d’ADNc de
o 0.31 cellules de sang total de souris
. 0.2- Sh3kbpl KD (shRNA +) et
2 0.1- controles (shRNA -).

“ 0.0-
shRNA: + + - - - + + - - - +
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shRNA: - + - + + - Figure 45 : Expression de Sh3kbpl
95kd — dans les cellules de rate de souris

7okd— TS S B e <Sn3kopT  Sh3kbpl KD.

L’expression de Sh3kbpl a été

43kd —m 4Actin analysée par Western Blot a partir de

lysats protéiques de cellules de rate
de souris Sh3kbpl KD et de souris
controles.

F) Conclusions, discussion et perpectives

Dans cette troisiéme partie nous avons montré que :

1/ ’expression de Sh3kbpl dans les lymphocytes B augmente apres activation de la
voie du BCR. De plus, cette augmentation semble étre spécifique de la voie du BCR puisque
qu’elle n’est pas observée lors d’une activation BCR-indépendante (LPS). Ces résultats
laissent supposer un role important pour Sh3kbpl dans la régulation du signal provenant du
BCR. De plus, compte tenu du role décrit pour Sh3kbp1 dans d’autres voies de signalisation,
notamment dans 1’activation des protéines de la famille Cbl, on peut émettre I’hypothése que
I’augmentation de I’expression de Sh3kbpl dans la cellule B apres activation du BCR
pourrait permettre d’inhiber le signal émanant du BCR, dans le but de mettre fin a
I’activation et d’empécher une activation trop forte de la cellule B.

2/ lors d’une activation BCR-dépendante d’une lignée de cellules B (A20), la sous-
expression de Sh3kbpl provoque une accélération de la phosphorylation de Erk et de Akt
alors que celle de JNK ne semble pas étre affectée. Ceci montre que Sh3kbp1 semble étre un
régulateur négatif de certaines voies de signalisation du lymphocyte B. Cette hypothése sera

rediscutée plus loin, a la lumiere d’un article publié tout récemment.

L’effet de la sous-expression de Sh3kbpl dans les voies impliquant Erk et Akt peut
s’expliquer de plusieurs manieres. D’une part, il a ét¢ montré dans des cellules d’insecte
(SF9) que Sh3kbpl a la capacité de se lier a une sous-unité régulatrice (p85a) de la PI3K,
mais on ne connait pas les effets de cette interaction (Gout et al. 2000). Le fait que la PI3K
soit située en amont d’Akt dans la voie de signalisation du BCR, et que la phosphorylation
d’Akt soit augmentée dans les cellules B Sh3kbpl KD, laissent supposer que Sh3kbpl
pourrait étre un régulateur négatif de la PI3K dans les lymphocytes B. D’autre part, il a été
montré, dans une lignée de fibroblaste (RBL-2H3), que Sh3kbpl est capable de se lier et

d’activer la protéine c-Cbl, qui elle méme va promouvoir I’ubiquitination puis la dégradation
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de Syk (Peruzzi et al. 2007). Dans les cellules B, Syk est une tyrosine kinase directement
associée au BCR, se situant trés tot dans la voie d’activation du BCR. Ainsi une sous-
expression de Sh3kbpl devrait impacter toutes les voies de signalisation déclenchées par une
stimulation du BCR incluant celles aboutissant a la phosphorylation de Erk, d’Akt mais
¢galement de JNK. Or d’aprés nos résultats, 1’activation de JNK ne semble pas étre touchée
par la sous-expression de Sh3kbp1 dans les lymphocytes B activés par la voie du BCR. Dans
le but de compléter ces résultats, nous souhaitons également tester la phosphorylation de p38,
autre protéine impliquée dans une voie de signalisation comportant des acteurs communs
avec celle impliquant JNK.

Une étude trés récente a décrit le phénotype d’une souris Sh3kbpl KO conditionnelle
dans les lymphocytes B (Kometani et al. 2011). Dans cette étude, les auteurs montrent que la

P MbICre" a une immunisation T-dépendante est déficiente et

réponse des souris Sh3kbp
que ce phénotype provient d’un défaut d’activation de IKK-fB. Les cellules B Sh3kbpl KO
sont également caractérisées par une absence de réponse a une stimulation par un anticorps
anti-IgM in vitro. Par ailleurs, aucune différence significative dans la phosphorylation de Erk,
Akt et JNK n’a été observée dans cette étude. Ces résultats, qui sont en faveur d’un role
positif de Sh3kbpl dans la signalisation du BCR, sont en désaccord avec ceux que nous
avons obtenus concernant Erk et Akt. Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ce phénomeéne :

1/ la lignée A20 exprime un BCR de type IgG alors que les expériences d’activation
in vitro réalisées dans cette étude ont été effectuées sur des cellules B spléniques, stimulées
avec un anticorps anti-IgM. Il a été montré que les voies de signalisation engagées par
I’activation d’un BCR de type IgG et IgM sont différentes : en effet, il a notamment été
montré que 1’oligomérisation des BCR de type IgG a la surface des cellules B est accélérée et
que ceci s’accompagne d’une phosphorylation plus rapide de Syk, comparé a la situation
observée dans le cas de BCR de type IgM (W. Liu et al. 2010). Compte tenu des multiples
fonctions décrites pour Sh3kbpl, il est donc envisageable que cette protéine ne joue pas le
méme role dans la voie de signalisation des BCR de type IgG et de type [gM.

2/ Plusieurs isoformes de la protéine Sh3kbpl ont été référencées (Figure 46 page
206). Les deux isoformes majoritairement exprimées dans la lignée lymphoide (et notamment
dans les lymphocytes B) sont Sh3kbpl-l et Sh3kbpl-AA. Dans les lymphocytes B ces
isoformes sont exprimées a des niveaux équivalents (Kometani et al. 2011). Par contre, dans
les cellules A20, il semblerait que ’isoforme Sh3kbpl-l soit plus fortement exprimée que
I’isoforme Sh3kbpl-AA (Figure 42b page 201). Les différences de résultat obtenues sur la

phosphorylation des protéines de la voie du BCR apres activation pourraient donc également
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s’expliquer par exemple par le fait que I'une des deux isoformes pourrait jouer le réle de

dominant négatif.

; SH3 || I |c.¢e,m Sh3kbp1-I
nem— — [ETE] sH3 || I [l o=~ Sh3kb1-AA
sH3 || I IRl cen  Sh3kbp1-m

e — [0 ] Rl com  Sh3kbp1-ACP
vem—{ (RSl  Sh3kbp1-h
vom [ TIPS —com  Sh3kbp1-s

Figure 46 : Les isoformes de Sh3kbp1 référencées.
Les domaines fonctionnels sont indiqués.
D’aprés (Buchman et al. 2002).

N-term —‘

Cependant la fonction de Sh3kbp1 est aujourd’hui encore trés controversée. En effet,
une ¢étude encore tres récente de Juillet 2011 a montré que, dans les lymphocytes B, Sh3kbpl
est capable de se lier a un grand nombre de protéines via ses domaines SH3 (Biichse et al
2011). Ainsi dans cet article, les auteurs confirment la capacité de Sh3kbpl a se lier a Cbl et
BLNK et identifient de nouvelles protéines pouvant fixer Sh3kbpl, telles que SHIP-1. SHIP-
1 joue un rdle trés important dans la régulation négative du signal provenant du BCR,
notamment en agissant sur la PI3K. Les auteurs suggerent que Sh3kbp1 pourrait avoir un role
dans le recrutement de SHIP-1 au niveau de la membrane plasmique, lui permettant ainsi
d’inhiber ’action de la PI3K. Akt étant I'une des cibles de la PI3K, ces résultats sont en
accord avec ceux que nous avons obtenus in vitro dans les cellules B A20 Sh3kbpl KD,
montrant une accélération de la phosphorylation de la voie Akt, suggérant ainsi que Sh3kbpl

pourrait avoir un rdle de régulateur négatif de la voie d’activation du BCR.

Plusieurs perspectives de travail s’offrent a nous :

- Nous souhaitons confirmer 1’hypothése du réle de régulateur négatif du BCR dans
les lymphocytes B par I’analyse d’une souris KO pour une isoforme de Sh3kbpl. Ces souris
ont été générées par 1’équipe du Prof. Dikic a Frankfort (Shimokawa et al. 2010) et sont
maintenant disponibles au laboratoire. Dans ce mode¢le, le KO de Sh3kbpl a été réalisé par
I’insertion ciblée d’une construction dans I’exon 2 du geéne Sh3kbpl (Figure 47 page 207),
qui permet, contrairement a celui publié tout récemment par Kometani et al., une délétion de

I’isoforme Sh3kbp1-1 mais pas de I’isoforme Sh3kbp1-AA.
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Figure 47: Génération de la souris Sh3kbp1 KO permettant une délétion ciblée de
I’isoforme Sh3kbp1-l.
D’aprés (Shimokawa et al. 2010).

L’analyse des souris Sh3kbpl KO fournies par le Prof. Dikic nous permettra de :

- réaliser une étude fine du phénotype des lymphocytes B (avant et apres
immunisation avec un antigéne T-dépendant, ou T-indépendant, et éventuellement apres
infection) dans les souris Sh3kbpl KO pour I’isoforme Sh3kbpl-l, afin de confirmer ou
d’infirmer un réle potentiel de Sh3kbpl comme régulateur négatif du lymphocyte B, in vivo,
et surtout de comparer le phénotype obtenu a celui publié récemment par Kometani et al. La
comparaison des phénotypes des 2 animaux, s’ils sont différents, permettrait de mieux
dissocier le role de différentes voies de signalisation du BCR dans la fonction de Sh3kbpl.
En effet, la souris KO de Kometani et al. présente une déficience compléte de Sh3kbpl, alors
que celle du Prof Dikic présente une expression conservée de I’isoforme Sh3kbp1-AA ; or il
semblerait que cette isoforme Sh3kbpl-AA conserve une capacité de liaison a la PI3K

(Watanabe 2000), tout en ayant perdu sa capacité de liaison a Cbl et BLNK.

- d’analyser les effets d’une déficience en Sh3kbpl (notamment en isoforme
Sh3kbp1-1) dans le développement éventuel d’une autoimmunité, avant et aprés injection de

CpG DNA.
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Selon les résultats obtenus, il sera intéressant, comme pour 1’étude du géne Carabin,
d’étudier si une déficience en Sh3kbpl (notamment en isoforme Sh3kbpl-l) est capable
d’accélérer 1’apparition et/ou la sévérité d’une autoimmunité dans des modeles murins de
LED. Cette hypothése sera testée en analysant le développement de signes autoimmuns dans
des souris B6/pr, Slel,2 ou 3 croisées avec les souris Sh3kbpl KO dont nous disposons au

laboratoire.

Enfin, afin de mieux comprendre les effets de la sous-expression de Sh3kbp!l dans les
lymphocytes B, nous envisageons d’étudier 1’effet de la sous-expression de Sh3kbpl sur
I’expression d’autres génes des LB grace a des puces affymetrix pangénomiques, comme
pour Carabin (soit dans des cellules B issues des souris dont nous disposons au laboratoire,

soit dans les cellules A20 Sh3kbp1 KD).

208






Conclusions geneérales
et perspectives

209






Les conclusions importantes apportées par les trois parties de cette étude sont
détaillées et discutées dans les articles associés et en fin de chaque partie dans les sections

intitulées : Conclusions, discussion et perspectives. Nous résumons ici les principaux points.

I. Identification des genes dérégulés dans les lymphocytes B au cours

du LED quiescent

Grace a 1’étude du profil d’expression des geénes dans des lymphocytes B triés de
patients lupiques quiescents, nous avons pu mettre en évidence que les lymphocytes B de
patients lupiques en phase quiescente ne présentent globalement pas de profil d’expression
génique tres différent de celui des lymphocytes B des sujet sains. Seuls 14 génes semblent
étre dérégulés de facon convaincante dans les lymphocytes B des patients. Cependant, un
groupe de 5 patients semble présenter une forte homologie dans le profil d’expression
génique avec de nombreux genes fortement dérégulés, en comparaison aux controles. De
plus, I’analyse détaillée du transcriptome de ces 5 patients a permis de détecter une signature
transcriptomique du ligand IL-4 ainsi qu’une sur-représentation de génes impliqués dans les
fonctions du réticulum endoplasmique et plus précisément dans I’UPR (Unfolded Protein
Response). Une augmentation d’expression des geénes régulant I’"UPR pourrait étre le signe
d’une différentiation plasmocytaire différente chez les patients, bien que, lors du phénotypage
des lymphocytes B issus des mémes patients, et réalisée par cytométrie de flux, aucun signe
de différentiation plasmocytaire n’ait été détecté (Korganow et al. 2010). Il faudra envisager
de nouvelles études phénotypiques encore plus détaillées sur les lymphocytes B de patients
lupiques, afin de mieux étudier les différents stades de différenciation plasmocytaire.

Ainsi, ces résultats montrent que des défauts dans une grande variété de voies
biologiques peuvent provoquer I’apparition d’'un LED. En vue de confirmer ces résultats, il

est indispensable de réaliser le méme type d’analyse sur une plus grande cohorte de patients.

II. Etude de la fonction du géne Carabin
L’analyse transcriptomique de lymphocytes B de patients atteints de LED quiescent a

permis de mettre en évidence que Carabin est sous-exprimé dans les lymphocytes B de

patients lupiques. De plus, notre analyse transcriptomique réalisée dans les lymphocytes B de
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souris BW a I’age de 4 mois (c’est a dire avant I’apparition de la maladie) a montré que ce
geéne est le plus fortement dérégulé (p=0,007).

En utilisant une approche de génomique fonctionnelle, afin de reproduire la sous-
expression de Carabin détectée chez les patients lupiques, nous avons abouti a plusieurs
conclusions importantes. Nous avons dans un premier temps montré que 1’expression de
Carabin semble étre étroitement régulée au cours de la maturation et de 1’activation des
lymphocytes B. Ceci se caractérise par une augmentation de 1’expression de Carabin avec la
maturation du lymphocyte B et une diminution de 1’expression aprés activation. D’autre part
nos résultats mettent en évidence un role de régulateur négatif de 1’activation des
lymphocytes B et une hypersensibilit¢ du lymphocyte B aprés sous-expression du géne. De
plus, Carabin semble jouer un réle important dans le maintien de la tolérance des
lymphocytes B dans le cas d’une stimulation co-stimulation BCR-TLRY. Ceci est illustré par
le fait que les souris Carabin KO développent des signes d’autoimmunité apres stimulation
avec de ’ADN hypométhylé de type CpG.

Toutes ces données montrent que Carabin peut donc étre considéré comme un gene
important dans le maintien de la tolérance des lymphocytes B envers certaines molécules du
soi, peut étre plus particulierement dans le cadre d’événement infectieux, considérés comme

I’un des facteurs environnementaux déclencheurs d’autoimmunité.

III. Etude de la fonction du gene Sh3kbpl

L’analyse transcriptomique de lymphocytes B de patients atteints de LED quiescent a
permis de mettre en évidence que Sh3kbpl est sous-exprimé dans les lymphocytes B de
patients lupiques. Notre étude des effets de la sous-expression de Sh3kbp! sur la fonction des
lymphocytes B in vitro nous a permis de dégager plusieurs conclusions intéressantes. D’une
part, nous avons montré que 1’expression de Sh3kbp1 semble étre régulée, tout comme celle
de Carabin, apres une activation du BCR, ce qui laisse supposer un role de Sh3kbpl dans le
contrdle de cette voie d’activation du lymphocyte B. Cependant, seules certaines de ces voies
d’activation (Erk et Akt), parmi celles que nous avons étudiées jusqu’a présent, semblent étre
impactées par une sous-expression de Sh3kbpl, mettant en avant la complexité du mode
d’action de cette protéine dans les lymphocytes B.

Tous ces résultats préliminaires sur la fonction de Sh3kbpl tendent vers le postulat

que Sh3kbpl semble avoir un réle dans la régulation négative du signal émanant du BCR.
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Ceci associé a I’observation d’une diminution d’expression de Sh3kbp!1 dans les lymphocytes
B de patients lupiques permet de suspecter un role de Sh3kbpl dans la pathologie lupique.

L’étude des souris Sh3kbp1 KO nous permettra de préciser ces résultats.

IV. Etude des effets de 1a dérégulation de Carabin et de Sh3kbp1 dans

un contexte multigénique

Compte tenu du caractére multigénique de la maladie lupique, il sera important de
tester les effets additifs de plusieurs défauts génétiques sur la fonction des lymphocytes B et
le développement d’une autoimmunité. Ceci a déja été évoqué en perpective de ce travail, par
le croisement des souris Carabin KO ou Sh3kbpl KO, avec différents modeles de LED
(B6"", Slel, Sle2, Sle3).

Une autre des perspectives de ce projet est de croiser les souris Carabin ou Sh3kbpl
KO entre elles (ce qui parait particulierement intéressant si ces 2 protéines exercent toutes
deux un role de régulateur négatif du BCR, figure 48 page 214), ou avec d’autres modéles
transgéniques développés au laboratoire suite a notre analyse transcriptomique, et qui
surexpriment ou sous-expriment d’autres génes identifiés comme dérégulés au cours du LED.
Il conviendra ensuite d’analyser le phénotype des lymphocytes B et le développement d’une

autoimmunité dans ces souris multi-transgéniques.

V. Conclusions quant a ’utilisation de la technique de transgéneése

lentivirale :

L’utilisation de la transgénése lentivirale au cours de ce projet, dans le but de
permettre in vivo 1’expression d’un shRNA spécifique d’un géne donné, s’est révélée tre un
échec. Les hypothéses de cet échec ont déja été évoquées dans ce manuscrit. C’est pourquoi
des techniques alternatives seront désormais envisagées au laboratoire pour 1’é¢tude d’autres
genes. Cette technique a également été utilisée dans notre laboratoire en transgénése additive,
afin de permettre, chez la souris, la surexpression de génes surexprimés dans les lymphocytes
B des patients lupiques. Dans ce cas-1a la technique s’est révélée plus efficace (surexpression

correcte du geéne), mais la sélection des fondateurs est longue et fastidieuse ; ainsi, nous
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envisageons également a I’avenir 1’utilisation de techniques alternatives pour la surexpression

des génes d’intérét in vivo.
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Systemic lupus erythematosus and underexpression of Carabin

and Sh3kbpl : functional genomic approach.

Systemic lupus erythematosous (SLE) is an autoimmune disease which is
characterized by the production of autoantibodies leading to multiorgan damages. B
lymphocytes appear central to the pathogeny of the disease. Looking for intrinsic B cell
abnormalities during lupus, our large scale B cell microarray analysis in patients during a
quiescent phase of the disease pointed to the downexpression of 7TBCIDI10C (Carabin) and
SH3KBPI. The aim of this thesis project was to precise the consequences of Carabin and
Sh3kbpl underexpression in B cell function and in the development of autoimmunity. To
address those issues, we produced: 1/ Carabin and Sh3kbpl knock-down (KD) B cells and
studied their phenotype; 2) a knock-out (KO) and conditional KO of Carabin in B cells or in
mature B or T cells. Our results show that Carabin deficiency leads to an increase in T and B
cell activation after TCR and BCR stimulation, respectively. Moreover Carabin KO mice and
B cell conditional KO mice shows an accelerated T-dependant and T-independent antigen-
specific B cell response in vivo. Finally, Carabin KO mice develop signs of autoimmunity
after CpG treatment characterized by sustained production of anti-DNA IgG as well as an
important deposition of IgG in renal glomeruli. Altogether these results define a new role for
Carabin as a negative regulator of B cell signaling that points out a new defective biological
pathway in autoimmunity. For Sh3kbpl, we show an acceleration of Erk and Akt
phosphorylation in Sh3kbp1 KD B cells after BCR engagement, showing a role for Sh3kbpl
as a negative regulator of B cell receptor signaling.

In conclusion, we have identified two genes that are deregulated in B cells during
SLE. A deficiency in one of these two genes speed up the B cells response and predispose for
the development of autoimmunity in vivo. Further experiments could potentially identify

these two genes as new susceptibility genes in SLE.

Keywords: Autoimmunity, Systemic lupus erythematosus, B cells, Carabin, Sh3kbpl.









Lupus érythémateux disséminé et sous-expression de Carabin et

Sh3kbpl : étude par génomique fonctionnelle.

Le lupus érythémateux disséminé (LED) est une maladie autoimmune sévere, caractérisée par

la production d’autoanticorps responsables de 1ésions multiviscérales, et dont 1’étiologie est en
partie génétique. Les lymphocytes B (LB) jouent un réle central dans la maladie. Notre analyse du
transcriptome des LB de patients lupiques quiescents, en comparaison a des contrdles, a permis
d’établir une liste de génes candidats sous-exprimés ou surexprimés, sur des critéres biologiques
ou statistiques. Ce projet de thése propose d’explorer, en utilisant une approche de génomique
fonctionnelle, les effets de la sous-expression de deux de ces geénes candidats (Carabin et
Sh3kbp1) sur la fonction des LB et le développement d’une autoimmunité chez la souris. Pour cela
nous avons produit une lignée de LB et des modeles murins sous-exprimant Carabin ou Sh3kbpl
et étudié leur phénotype.
Nos résultats mettent en évidence que Carabin joue le role de régulateur négatif des lymphocytes
B, et que sa sous-expression (ou son abolition totale) provoque une hypersensibilit¢ du
lymphocyte B, qui se caractérise notamment par une accélération de la phosphorylation de Erk
aprés stimulation de la voie du BCR. De plus, Carabin contrdle la cinétique de la réponse
lymphocytaire B aprés immunisation in vivo : en effet, cette réponse est accélérée en absence de
Carabin, aprés immunisation avec un antigéne T-dépendant ou T-indépendant. Enfin, Carabin
semble jouer un role important dans le maintien de la tolérance des lymphocytes B dans le cas
d’une stimulation simultanée des voies du BCR et du TLRO. Ceci est illustré par le fait que les
souris Carabin KO développent des signes d’autoimmunité aprés immunisation avec de ’ADN
hypométhylé de type CpG. Le deuxiéme géne étudié est Sh3kbpl. Nous avons montré, dans des
cellules B A20 sh3kbpl knock down, que I’activation du BCR conduit a une accélération des
voies Erk et Akt. Ainsi, il semble que les voies de signalisation du BCR soient finement régulées
par Sh3kbpl.

Ce projet de thése a permis d’identifier deux génes dont la sous-expression a une conséquence
directe sur la fonction des LB, et peut favoriser I’émergence d’une autoimmunité (dans le cas de
Carabin). Ces résultats ouvrent des perspectives tres intéressantes quant a 1’étude de ces deux

geénes en tant que nouveaux geénes de susceptibilité du LED.

Mots clés : autoimmunité, lupus érythémateux disséminié, lymphocytes B, Carabin, Sh3kbpl.



