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Résumeé

Les maladies inflammatoires de 1’intestin (MII), incluant la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse,
sont des maladies chroniques qui résultent d’un déréglement de la réponse immunitaire aux
microorganismes de la lumiére intestinale. Des études de séquencages réalisées par le laboratoire
du Dr. Rioux, avec ses collégues du International IBD Genetics Consortium ont identifié¢ quatre
variants rares, indépendants et causals pour les MII, dans le géne /FIHI. La protéine d’/FIH]I
(MDA)S) interagit avec certains virus a ARN, afin de déclencher une réponse antivirale de
I’immunité innée. Nous avions émis I’hypothése que ces variants dans /F/H! diminuaient la
réponse antivirale de I’épithélium intestinal, suite a une infection. Nous avons d’abord travaillé
avec des lignées cellulaires lymphoblastoides (LCLs) obtenues a partir d’individus atteints de MII
et qui sont homozygotes ou hétérozygotes composés pour ces variants, ainsi qu’a partir d’individus
contrbles (IFIHI wt). Ces LCLs ont été reprogrammeées en cellules souches pluripotentes induites
humaines, avant d’étre différenciées en cultures épithéliales intestinales. Nos résultats ont d’abord
confirmé I’impact des variants sur la structure génique et protéique (/F/IHI/MDAYS), dans ces
modeles cellulaires. Puis, la réponse antivirale a été induite, grace a la stimulation avec des agents
(moléculaire et viral) connus pour stimulés la protéine MDAS. Nous avons démontré que ces
variants dans /F/HI induisaient effectivement une moins grande réponse antivirale, caractérisée
par une plus faible expression d’IFNs, comparativement aux controles. Finalement, la modulation
des IFNs constituerait une avenue potentiellement intéressante pour le traitement des patients

atteints des MII et porteurs des variants causals.

Mots clés : Maladies inflammatoires de ’intestin, [FIHI/MDAS, réponse antivirale, immunité

innée, génétique, organoides intestinaux



Abstract

Inflammatory Bowel Disease (IBD), including Cronh’s disease and ulcerative colitis, are chronic
inflammatory diseases of the gastro-intestinal tract. IBD is associated with a disturbance of the
immune response to the microorganisms of the intestinal lumen. Sequencing studies conducted by
the laboratory of Dr. John Rioux, in collaboration with his colleagues of the International IBD
Genetics Consortium, identified four rare and independent variants in /FIH1, associated to IBD.
The protein of IFIHI (MDAYS) interacts with certain RNA viruses to trigger the innate mechanism
of antiviral defense. Our hypothesis was that these /FI/HI variants decreased the intestinal
epithelial antiviral response, following an infection. We first worked with lymphoblastoid cell
lines (LCLs) obtained from IBD patients who are homozygotes or compound heterozygotes for
the different variants, as well as from control individuals (IFIHI wt). These LCLs were
reprogrammed into human induced Pluripotent Stem Cells (hiPSCs), before being differentiated
into intestinal epithelial cultures. Our results first confirmed the impact the variants on the genetic
and protein structure for these models. Then, the antiviral response was triggered by the
stimulation of LCLs and intestinal epithelial cells, with agents (molecular and viral) known to
stimulate MDAS5. We have demonstrated that these /FIHI variants did indeed induce a lower
antiviral response, characterized by lower IFNs expression, compared to control cell lines. Finally,
modulation of [FNs could be an interesting avenue for the treatment of IBD patients with the causal

variants.

Keywords : Inflammatory bowel diseases, IFIHI/MDAS, antiviral response, innate immunity,

genetic, intestinal organoids
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PRRs : récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires
PYY : peptide YY

gqPCR : quantitative polymerase chain reaction

REGIII : C-type lectin regenerating islet-derived protein I1ly
RIG-I : retinoic acid inducible gene 1

RIPA : tampon d’analyse de radioimmunoprécipitation

RNS : espéces réactives de 1’azote

ROS : espéces réactives de 1’oxygéne dérivées des mitochondries
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SARS-CoV-2 : coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere
Sb : simple brin

SEM : erreur standard de la moyenne

SI : sucrase isomaltase

SNP : single-nucleotide polymorphism

SOX2 : SRY-related HMG-box gene 2

Sp1 : splice 1, [FIH1*IVS8+1

Sp2 : splice 2, IFIHI*IVS14+1

TAE : Tris-Acétate EDTA

TBK1 : TANK-binding kinase 1

TBS(T) : Tris-Buffered Saline (Tween)

Tc : lymphocyte T cytotoxique

TCR : T-cell receptor

TEER : résistance électrique trans-épithéliale

Th : lymphocytes T auxiliaires

TLR : Toll-like receptors

TMPRSS?2 : protéine transmembranaire a serine 2
TNF : tumor necrosis factor alpha

Treg : cellules T régulatrices

TRIF : TIR-domain-containing adapter-inducing IFN-f3
TRIMG6S : Tripartite motif containing 65

TYK2 : tyrosine kinase 2

UPR : réponse liée aux protéine mal repliées

VIH : virus de I’'immunodéficience humaine

VIL : villine

VIM : vimentine

VSV : virus de la stomatite vésiculaire

Wt : wild type

Z0 : zonula occludens

5-ASA : Aminosalicylates
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Chapitre 1 - Introduction

1.1 Le systeme digestif

Le systéme digestif a pour principaux objectifs le transit des aliments et la transformation de ceux-
ci en éléments assimilables par 1’organisme. Il comprend le tube digestif, les glandes annexes et le
péritoine. Les glandes annexes, incluant les glandes salivaires, le foie, la vésicule biliaire et le
pancréas, déversent leurs sécrétions dans le tube digestif, ce qui permet la digestion. Le péritoine

assure la protection et le maintien des organes situés dans la région abdominale.
1.1.1 Structure du tube digestif

Le tube digestif débute au niveau de la cavité buccale, ou les aliments sont mastiqués et mélangés
a la salive et au mucus, ce qui forme le bol alimentaire. Ce dernier est acheminé par le pharynx,
puis par 1’cesophage, avant d’atteindre I’estomac. Il devient le chyme une fois mélangé aux sucs
gastriques. L’intestin gréle recoit le chyme et les sécrétions des glandes annexes. Il a pour
principales fonctions la digestion et I’absorption de la majorité des nutriments (acides gras, acides
aminés et carbohydrates). Il est divis€ en trois parties : le duodénum, le jéjunum et I’iléon. Le cOlon
suit I’intestin gréle et intervient dans 1’absorption de 1’eau et d’¢lectrolytes, dans la production de
vitamines via certaines bactéries, ainsi que dans 1’élimination de déchets. Il contient la plus grande
concentration du microbiote intestinal (bactéries, virus, bactériophages, etc.) (sera décrit dans la
section 1.2). Il comprend le caecum, le colon ascendant, le c6lon transverse, le c6lon descendant,
le colon sigmoido-pelvien et enfin, le rectum qui permet un controle sur I’évacuation des selles
par ’anus. Les selles sont composées du chyme mélangé au mucus et aux microorganismes de

I’intestin (1, 2).
1.1.2 Composition de la paroi intestinale

La paroi intestinale est divisée en quatre couches, soit la muqueuse, la sous-muqueuse, la

musculeuse et la séreuse. Selon la localisation dans I’intestin, ces différentes couches présentent



des distinctions pour s’adapter aux différentes fonctions physiologiques. La muqueuse correspond
a la région superficielle du tube digestif qui est en contact avec la lumiére intestinale. Elle inclut
une monocouche de cellules épithéliales intestinales (CEls) spécialisées, la lamina propria ou se
trouvent les cellules immunitaires du systéme inné ou adaptatif, ainsi que le muscularis mucosae.
Cette derniere est une couche musculaire qui sépare la muqueuse de la sous-muqueuse et qui
intervient dans des mouvements locaux. Ceci favorise le contact entre 1’épithélium et le contenu
de la lumiére et est optimal pour la libération du contenu des cryptes glandulaires. La sous-
mugqueuse comprend du tissu conjonctif irrigué par des vaisseaux sanguins et lymphatiques. A cet
endroit, on retrouve également des plexus nerveux qui jouent un réle dans la régulation de la
digestion. La musculeuse est composée de deux couches de muscles lisses, d’abord le muscle
circulaire interne, puis le muscle longitudinal externe. Cette disposition favorise les contractions
intestinales, ce qui induit le mélange et la propulsion péristaltique des aliments dans le tube
digestif. Enfin, le péritoine viscéral, une membrane séreuse, est la partie la plus externe qui

recouvre I’organe. Elle est constituée d’une couche de cellules mésothéliales et de tissu conjonctif

(1, 2).
1.1.2.1 Les cellules épithéliales intestinales

L’¢épithélium intestinal joue un role de barricre sélective et semi-perméable, en bloquant les agents
potentiellement pathogenes, tout en permettant 1’absorption de nutriments et le passage de signaux

immunitaires (3).

L’¢épithélium de I’intestin gréle est constitué¢ de plusieurs villosités/cryptes se succédant. Les
villosités sont des replis de la muqueuse qui se projettent dans la lumiere intestinale. Chacun de
ces replis est recouvert d’une monocouche de CElIs polarisées et englobe une artériole, une veinule
et un capillaire lymphatique. Ceux-ci contribuent au transport de molécules et a 1’évacuation de
déchets. Par ailleurs, les villosités présentent plusieurs projections digitiformes observables au
microscope, soit les microvillosités, qui donnent 1’apparence d’une bordure en brosse. Elles
apparaissent a la surface des CEls, face a la lumiére. Les villosités/microvillosités ont pour but
d’augmenter la surface de contact avec le contenu intestinal, ce qui favorise et accélere la digestion

et ’absorption. Elles sont séparées par une invagination s’enfoncant jusqu’a la muscularis
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mucosae, appelée la crypte de Lieberkiihn. Quant au colon, il posséde des cryptes, mais est
dépourvu de villosités. Au fond des cryptes se trouvent des cellules souches épithéliales
pluripotentes qui ont le potentiel de se différencier en cellules entérocytaires. Ces dernicres
pourront, par la suite, se différencier en divers types de CEls, soit les entérocytes, les cellules
caliciformes, les cellules entéro-endocrines, les cellules de Paneth, les cellules M et les cellules
tuft (2, 4). Elles posseédent des rdles spécifiques (seront décrits dans les prochaines sections) et
sont présentes en quantités variables, en fonction de la localisation dans le tractus gastro-intestinal.
L’¢épithélium intestinal est renouvelé de fagon continue. Ainsi, les cellules différenciées matures
migrent vers le haut des cryptes ou elles sont expulsées dans la lumiére par desquamation, apres 3
a 7 jours de vie. Les cellules de Paneth ont quant a elles une durée de vie de 3 a 6 semaines et

demeurent a la base des cryptes (2, 5).

1.1.2.2 La polarité

La polarité¢ de 1’épithélium est essentielle pour le maintien de 1’homéostasie intestinale, soit le
maintien a 1’équilibre des fonctions physiologiques. Elle implique que les CEIs possédent un coté
apical qui fait face a la lumiere et a I’opposé, un coté basal qui fait face a la membrane basale. Ces
deux cotés se distinguent par des organisations structurelles et des compositions moléculaires qui
sont optimales pour le bon fonctionnement du métabolisme, de 1’absorption et de la sécrétion.
Certains récepteurs et transporteurs sont distribués préférentiellement a la surface apicale ou
basale, permettant ainsi le transport approprié de nutriments et de molécules immunitaires a travers

I”épithélium (6).

1.1.2.3 Les jonctions cellulaires
L’intégrit¢ de la barriere épithéliale intestinale est assurée par des complexes protéiques qui
forment les jonctions intercellulaires, ainsi que des jonctions avec la matrice extracellulaire. Elles

comprennent les jonctions serrées, les jonctions adhérentes, les desmosomes, les jonctions

communicantes et les hémidesmosomes (représentés a la Figure 1) (7-9).
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Les jonctions serrées régulent la perméabilité et les mouvements paracellulaires de plusieurs
molécules, tels que des ions, des solutés et I’eau. Elles comprennent différentes protéines, qui sont
davantage situées du coté apical, telles que les claudines et les occludines. Ces derniéres connectent
les protéines zonula occludens (ZO) qui agissent comme des ponts pour lier les jonctions avec les
protéines du cytosquelette (10). Les jonctions adhérentes se situent sous les jonctions serrées et
contribuent a leur assemblage (11). Les jonctions adhérentes et les desmosomes assurent un lien
fort et étroit entre les CEIs. Les jonctions communicantes, ou gap junctions, sont formées de
connexines regroupées en canaux. Elles relient le cytoplasme des CEIls voisines et permettent le
passage intercellulaire d’ions et de molécules de faible poids moléculaire (moins de 2 kDa) (8).
Les jonctions serrées, adhérentes, communicantes et les desmosomes sont régulés directement ou
indirectement par des molécules du cytosquelette telles que I’actine et la myosine (8, 10-12). Enfin,

les hémidesmosomes lient les cellules a la matrice extracellulaire.
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Figure 1. Distribution des jonctions cellulaires de I’épithélium intestinal.

Ces jonctions sont représentées par les jonctions serrées, adhérentes, communicantes, les desmosomes et
les hémidesmosomes. Adaptée de Forget ef al. (9).

1.1.2.4 Les entérocytes

Les entérocytes sont situés dans le petit intestin, ainsi que dans le colon et ils représentent environ

90% des CEls (13, 14). Leur principale fonction est I’absorption, ce qui est favorisé par la bordure
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en brosse retrouvée au pole apical. Les entérocytes se retrouvent davantage dans ’intestin gréle,
comparativement au cOlon. En effet, 'intestin gréle exprime jusqu’a 80% des entérocytes
intestinaux. Par ailleurs, la plupart des nutriments sont absorbés par les entérocytes de I’intestin
gréle (13, 15). IIs jouent d’ailleurs un role important dans 1’absorption des lipides, en modifiant
leurs composantes chimiques afin de permettre leur entrée dans le systéeme lymphatique. Plus
spécifiquement, les lipides alimentaires sont digérés par des enzymes de la lumiére intestinale,
avant d’entrer dans les entérocytes et d’étre estérifiés de nouveau. Ces derniers sont par la suite
emmagasinés dans le cytoplasme sous forme de gouttelettes lipidiques ou ils sont transformés en
pré-chylomicrons, dans le réticulum endoplasmique. Les pré-chylomicrons sont transportés a
I’appareil de Golgi et deviennent des chylomicrons matures. Ceux-ci sortent de la cellule par
exocytose pour rejoindre le systéme lymphatique, ou ils peuvent circuler. L’eau est quant a elle

absorbée par les entérocytes du colon. (16).

Les entérocytes ont également une fonction dans la défense immunitaire. Ils ont la capacité de
sécréter des cytokines/chimiokines en présence de certains pathogenes. Ceci a pour principal effet
de recruter et/ou d’activer des cellules immunitaires, tels que des neutrophiles, des macrophages,
des lymphocytes T et des cellules dendritiques (13). Par ailleurs, les entérocytes sécrétent des
peptides antimicrobiens tel que la C-type lectin regenerating islet-derived protein IlIy (REGIIly).
Cette derniere peut également étre sécrétée par les cellules de Paneth et aurait pour effet de limiter

l'acces des bactéries aux CEls (17).

1.1.2.5 Les cellules caliciformes

Les cellules caliciformes ont pour principal role la sécrétion de mucine. Cette derniere forme un
arrangement pour créer la barriére protectrice de mucus et limite ’accés des microorganismes de
la lumiére intestinale aux CEls (18). Le mucus a également une utilité de protection contre les
contraintes mécaniques, en lubrifiant le contenu intestinal (19). De plus en plus d’études soulévent
I’implication des cellules caliciformes dans le syst¢tme immunitaire de 1’intestin. Ces dernieres
peuvent notamment capter des antigeénes et étre régulées par des cytokines immunomodulatrices

(18, 20).
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Différents types de cellules caliciformes se retrouvent a des localisations précises du tube digestif
et présentent des fonctions spécifiques. Les cellules caliciformes situées en surface du cdlon
sécrétent de fagon constitutive pour permettre le maintien de la couche de mucus. A 1’opposé,
celles situées dans les cryptes du petit intestin et du célon sécrétent seulement en présence de

certains stimuli tels que 1’acétylcholine ou d’autres agonistes cholinergiques (21).

1.1.2.6 Les cellules entéro-endocrines

Le systeme entéro-endocrinien représente le plus grand systéme endocrinien du corps, bien que
les cellules entéro-endocrines ne représentent que 1 % des CEls. Elles sont dispersées a partir de
I’estomac, jusqu’au rectum et permettent I’absorption des nutriments (acides gras, carbohydrates
et acides aminés) (22, 23). Il existe plusieurs types de cellules entéro-endocrines intestinales, tels
que les cellules K, L, I, G, les cellules entérochromaffines, etc. Celles-ci présentent diverses
fonctions et libérent des molécules intervenant dans la régulation de la digestion, telles que des
hormones peptidiques (motiline, sécrétine et leptine), ainsi que des amines bioactives (histamine
et sérotonine) (23). Ces molécules peuvent moduler 1’appétit, la motilité et les sécrétions
intestinales, ainsi que 1’homéostasie de glucose. Les hormones intestinales sécrétées
communiquent de facon paracrine ou endocrine avec des organes distants. Ces cellules peuvent
activer le nerf afférent vagal pour influencer des fonctions intestinales, telles que la motilité
intestinale, la sécrétion d’acide, la production d’enzymes pancréatiques, la sécrétion et les

contractions de la vésicule biliaire (23-25).

Les cellules entéro-endocrines peuvent affecter I’'immunité innée en conduisant a 1I’expression de
cytokines suite a la reconnaissance de microorganismes et en relayant rapidement des signaux au
systeme immunitaire (23, 26). Par ailleurs, les hormones peptidiques peuvent jouer un rdle dans
I’immunité adaptative, par exemple, en diminuant (cholécystokinine (27) et somatostatine (28))
ou en augmentant (ghréline (29)) I’activation des lymphocytes B, ainsi qu’en favorisant leur

prolifération (neurotensine (30)).
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1.1.2.7 Les cellules de Paneth

Les cellules de Paneth sont situées au fond des cryptes de I’intestin gréle et jouent un role de
protection. Par exemple, elles assurent le maintien de la niche de cellules souches intestinales, en
sécrétant, de fagon constitutive, des molécules tels que Wnt, le facteur de croissance épidermique
(EGF) et les ligands de Notch (31). Elles produisent également des molécules immunitaires, tels
que I’interféron-f (IFN-B) et I’interleukine-1-p (IL-1-B) (31, 32). Aussi, sous I’influence de stimuli
variés, tels que des agents cholinergiques ou certaines cytokines, elles libérent des granules.
Celles-ci contiennent des peptides ou des protéines antimicrobiennes, des cytokines et des
protéases (31). L’a-défensine est la protéine la plus exprimée par ce type cellulaire (33). Elle agit
contre une grande variété de pathogenes et elle est la seule composante granulaire des cellules de
Paneth connue pour avoir une fonction antivirale (34). De plus, les sécrétions de ces cellules
peuvent influencer la composition du microbiote intestinal. Par exemple, 1’absence d’a-défensine
mature au niveau de l’intestin gréle de souris induirait des changements chez les espéces
bactériennes dominantes du microbiote (Firmicutes et Bacteriodes). Dans le cadre de cette
expérience, aucun autre effet n’a été observé suite a cette modification microbienne, bien que des
effets métaboliques (principalement obésité) ont déja été rapportés dans de tels cas (35).
L’épithélium du cdlon n’a pas de cellules de Paneth, mais possede des cellules ayant des fonctions

similaires, soit les cellules sécrétrices de crypte profonde (36, 37).

1.1.2.8 Les cellules tuft

Les cellules tuft représentent environ 0,4% des CEls (38). Elles sont des cellules sécrétrices
caractérisées par de longues microvillosités du coté apical et elles ont une forme cylindrique qui
se rétrécit aux extrémités apicale et basale (39, 40). Dépendamment de 1’environnement, elles
peuvent libérer des molécules ayant diverses fonctions biologiques, tels que [’acétylcholine
(neurotransmetteur), des cyclooxygénases pro-inflammatoires, ainsi que des protéines impliquées
dans la transduction du gott (39, 41). Elles sont également connues pour induire I’immunité de
type 2. Celle-ci intervient dans les allergies, ainsi qu’en présence de certains parasites, tels que les
helminthes, afin de les ¢éliminer (41). Il existe deux populations de cellules tuft matures dans

I’intestin, soit tuft-1 et tuft-2. Ces sous-types sont similaires, mais les cellules tuft-1 sembleraient
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davantage jouer un role de neuromodulateur, alors que les cellules tuft-2 seraient plutdt associées

a des fonctions immunologiques (42).

1.1.2.9 Les cellules Microfold « M »

Les cellules Microfold ou cellules M de I’épithélium intestinal sont principalement situées dans
des régions appelées épithélium associ¢ aux follicules (EAF), ou elles représentent 10% des
cellules (43). Elles ont une morphologie particuliére caractérisée par une bordure en brosses
irréguliere et des microvillosités réduites, ainsi que des récepteurs extracellulaires situés du coté
apical (glycoprotéine 2 (GP2), protéine prion cellulaire (PrPC), etc.). Ceci facilite la
reconnaissance de particules, d’antigénes, de bactéries et de virus pathogénes de la lumicre
intestinale (43-45). Par processus de transcytose, ces derniers se déplacent jusqu’au coté basal pour
atteindre les cellules immunitaires sous-épithéliales, au niveau de la lamina propria. A cet endroit,
on retrouve le tissu lymphoide associé a la muqueuse intestinale (MALT) qui représente un site
important ou ont lieu les réponses immunitaires (43). Celui-ci sera davantage décrit dans la section

suivante.

1.1.2.10 Le tissu lymphoide associé a la muqueuse intestinale (MALT)

Le MALT consiste en des agrégats de tissus lymphoides situés sous le EAF (46). Il inclut divers
tissus lymphoides tels que les patchs de Peyers de I’intestin gréle, les patchs caecaux, les patchs
coliques et des follicules lymphoides isolés (45). Ces derniers sont de grands réservoirs de
lymphocytes B. Ils comprennent également des lymphocytes T, ainsi que des phagocytes
mononucléaires qui peuvent s’attaquer aux microbes (45, 46). Enfin, le MALT est essentiel pour

contenir ou éliminer les microorganismes pathogenes ayant traversé la barriere intestinale (46).

1.2 Le microbiote intestinal

Le microbiote est un véritable écosysteme constitué majoritairement de bactéries et également de
virus, d’archées, de champignons et de protozoaires (47). Chez I’humain, on le retrouve a différents

endroits, tels que la peau et la cavité buccale, bien qu’il soit majoritairement localisé au niveau de
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I’intestin, et plus particulierement au niveau du célon (48). Le microbiote intestinal humain adulte
serait compos¢ d’environ mille milliards de cellules et représenterait approximativement 100 fois
plus de génes non redondants que de génes contenus dans le génome humain (49). De plus, la

majorité de ces microbes sont retrouvés chez la plupart des individus sains (47).

1.2.1 Développement du microbiote

L’établissement du microbiote apparait tot au cours de la vie. A la naissance, ce dernier est
faiblement diversifié, mais il se complexifie jusqu’a environ 3-5 ans. A ce moment, il est presque
aussi complexe que celui de 1’adulte (50). L’accouchement par voie vaginale, plutét que par
césarienne, ainsi que 1’allaitement sont favorables pour la diversité et la composition du microbiote
(51). Une grande diversité du microbiote intestinal est associée a une stabilité de 1’écosysteme

intestinale et a une meilleure santé de I’individu (49).

1.2.2 Modulation de la composition du microbiote

Les distinctions interindividuelles, en ce qui concerne la composition du microbiote intestinale,
peuvent résulter de facteurs génétiques et environnementaux, tels que I’alimentation et la prise de
médicaments. 11 a été proposé que les humains soient divisés en trois entérotypes. L’entérotype 1
est caractérisé par la prédominance des bactéries Bacteroides, 1’entérotypte 2 des Prevotella et
I’entérotype 3, des Ruminococcus. A long terme, 1’alimentation peut influencer ’entérotype. Par
exemple, une alimentation riche en gras et en protéines favorise les entérotypes 1 et 3, alors qu’une
alimentation riche en carbohydrates favorise davantage l’entérotype 2 (52). Le microbiote
intestinal produit des milliers de métabolites qui jouent plusieurs fonctions chez 1’hdte, ainsi que
sur sa santé. Il peut étre impliqué dans la régulation de mécanismes immunitaires et métaboliques,

ainsi que dans des traits neurocomportementaux.

Les fibres alimentaires représentent un large éventail de polysaccharides qui ne peuvent pas étre
digérés par les enzymes humaines. Elles sont toutefois un substrat important pour les bactéries
intestinales. Ces derniéres ont la capacité de dépolymériser et de fermenter les polysaccharides en

acides gras a chaine courte (AGCC) qui sont absorbables par 1’héte (53). Les cellules entéro-
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endocrines expriment des free fatty acids recptors (FFAs) en grande quantité. Les FFA2 et FFA3
sont des récepteurs pour les AGCC et sont impliqués dans I’augmentation de la sécrétion
d’hormones intestinales, tels que le peptide YY (PYY) et le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) (54).
Aussi, une plus grande présence d’AGCC circulant est, entre autres, associée a une diminution de
la résistance a I’insuline et a une baisse du taux d’obésité (55). Enfin, une alimentation riche en
graisse induit un microbiote pro-inflammatoire, ce qui a pour conséquence d’augmenter la
perméabilité intestinale et peut résulter en une amplification des lipopolysaccharides circulant

(52).

1.2.3 Débalancement du microbiote

La dysbiose est un débalancement du microbiote intestinal et elle est associée a plusieurs maladies,
telles que les maladies inflammatoires de ’intestin (MII) (37), I’obésité (55), des allergies (56),
etc. Les antibiotiques nuisent a la survie des bactéries et ont donc pour effet d’altérer leur
composition au niveau du microbiote intestinal, en diminuant leur quantité, ainsi que leur
composition. Ceci peut avoir des effets déléteres sur 1’hdte, par exemple en nuisant a la protection
contre les pathogeénes qui est normalement offerte par le microbiote commensal (57). Des régimes
alimentaires sains et des interventions nutritionnelles spécifiques telles que 1’addition de fibres
alimentaires, ainsi que la consommation de probiotiques et de prébiotiques sont importants pour

conserver et restaurer 1’équilibre des bactéries intestinales bénéfiques (58).

1.2.4 Le virome intestinal

Le virome est représenté par les composants viraux du microbiote et comprend principalement des
bactériophages capables d’infecter des bactéries, ainsi que des virus pouvant infecter les cellules
d’eucaryotes (59). Le bactériophage le plus abondant dans le virome est le crAssphage (60, 61).
Celui-ci reste a étre caractéris€¢, mais il se pourrait qu’il infecte des espéces du phylum
Bacteroidetes, qui incluent certaines des bactéries les plus fréquemment retrouvées dans I’intestin
humain (37, 60). Par ailleurs, dans un microbiote sain, on retrouve de fagon importante les
bactériophages de I’ordre des Caudovirales (virus a ADN double brin (ADNdb)) et des virus de la
famille des Microviridae (virus a ADN simple brin (ADNsb)). De facon générale, les
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bactériophages influencent 1’identité des communautés bactériennes, soit par la lyse de cellules
procaryotes de I’intestin ou par ’intégration de leur génome. Ceci peut modifier les structures de
surface des bactéries, ainsi que les interactions bactéries-hote. Ils peuvent aussi modifier le
phénotype des bactéries et faire en sorte qu’elles développent une résistance aux antibiotiques,
qu’elles deviennent capables de produire des toxines ou qu’elles puissent augmenter leur
rendement énergétique (62-64). Les virus a ARN constituent une minorité¢ des composants du
virome et sont souvent associ€s a des gastroentérites (ex. rotavirus et norovirus) (59). La majorité
des virus @ ARN du virome proviennent des plantes, alors qu’une faible quantité est associée aux

animaux (65). Par ailleurs, on retrouve peu de bactériophages a ARN (59, 65).

Les composants du virome peuvent étre bénéfiques pour 1’hote. Par exemple, les phages peuvent
agir en tant qu’alliés en fournissant a I’hote des génes qui donneraient des avantages concurrentiels
dans I’écosystéme qu’ils partagent (mutualisme) (66). Par ailleurs, certains bactériophages
adherent a la muqueuse intestinale et la protégent contre des infections bactériennes (67). De plus,
certains virus connus pour étre pathogenes résident dans 1’intestin sur une longue période, sans
causer d’effet négatif, et peuvent méme jouer un role protecteur pour 1’hote (68). Ils agissent, par
exemple, en stimulant des réponses immunitaires a faible intensité. C’est le cas du norovirus, un
virus connu pour causer la gastroentérite chez ’homme et qui infecte également la souris. Ce virus
pourrait persister dans 1’intestin de souris immunocompétentes, sans causer de maladie. (69, 70).
Dr’ailleurs, I’infection avec du norovirus de souris sans microbiote (gardées dans des conditions
stériles des la naissance) ou de souris ayant été traitées aux antibiotiques pour éliminer leur
microbiote aurait eu pour effet de renverser les effets négatifs causés par I’absence d’un microbiote
intestinal. Le norovirus murin aurait, entre autres, amplifié la grosseur des villosités, la protection
par les lymphocytes et le nombre de granules par cellules de Paneth, sans causer d’inflammation
ou de maladies. Les voies de signalisations associées aux IFNs de type I seraient reliées a ces
changements. De plus, I'utilisation de norovirus aurait permis de retrouver les effets bénéfiques
qu’offre normalement le microbiote commensal, en permettant de mieux résister a des infections
bactériennes et & des dommages intestinaux causés par des agents chimiques (70). A I’opposé, des
virus entériques qui sont généralement tolérés peuvent parfois avoir un impact négatif chez certains

individus. Par exemple, une étude suggere que le réovirus, un virus 8 ARNdb qui est normalement
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bien éliminé par 1’hote, jouerait un role dans 1’inflammation en réponse au gluten et pourrait
b

accentuer la sensibilité pour le développement de la maladie cceliaque (71).

1.3 Protection/défense de I’intestin

La muqueuse intestinale est exposée a I’environnement extérieur, ce qui la rend vulnérable aux
infections. La barriere intestinale présente des mécanismes de protection pour éviter la pénétration

de pathogénes dans le corps.

1.3.1 Mécanismes de défense non immunologiques

1.3.1.1 Muqueuse

Tel qu’expliqué a la section 1.1.2.1, I’étanchéité de la barriére intestinale est assurée par les
jonctions cellulaires, ainsi que par le renouvellement continu de 1’épithélium, qui permet le

remplacement de cellules épithéliales endommagées (72).

1.3.1.2 Mucus

Le mucus intestinal joue un réle protecteur important en freinant ou en bloquant I’accés des
pathogenes et des composants du microbiote intestinal a 1’épithélium. Il résulte en I’arrangement
particulier de mucine, qui présente des pores de grosseurs variables, selon la localisation dans le
tube digestif. Auniveau du cdlon on retrouve deux couches de mucus. Celle la plus interne est tres
épaisse, ce qui est optimal pour protéger 1’épithélium. L’intestin gréle ne possede qu’une seule
couche de mucus, avec des pores plus gros et plus perméables, favorisant ainsi 1’absorption des

nutriments (73).

1.3.1.3 Péristaltisme

Le péristaltisme se définit par des contractions intestinales permettant le cheminement du contenu

intestinal vers I’anus. Ceci favorise la clairance des aliments, des bactéries et des déchets.
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L’absence de péristaltisme a été associée a une prolifération de bactéries anaérobiques au niveau
du petit intestin, ce qui peut nuire a I’absorption des nutriments et causer de I’inflammation au
niveau de la muqueuse intestinale (2, 74). Par ailleurs, le péristaltisme est important pour conserver
un équilibre au niveau des bactéries du cblon (75).

1.3.1.4 Neurones sensoriels

Le systéme nerveux entérique joue plusieurs rdles tels que la régulation de la motilité de 1’intestin,
ainsi que la nociception, soit I’habilité a percevoir des stimuli dangereux ou potentiellement
dangereux (76). Suite a la détection de signaux, telles que des blessures mécaniques, de
I’inflammation et la présence de métabolites bactériens, les neurones sensoriels nociceptifs de
I’intestin libérent des neuropeptides (tels que le peptide lié a la calcitonine, la substance P et le
peptide intestinal vasoactif) (77, 78). Ceux-ci régulent la vascularisation, ainsi que des réponses
immunitaires innées et adaptatives (78). Ramirez et al. ont procédé a 1’ablation sélective de
neurones nociceptifs de souris, avant de les infecter avec Citrobacter rodentium, ce qui a amplifié
I’infection et retardé la clairance bactérienne. Ceci suggere que ces nerfs favorisent la coordination

du systéme immunitaire de 1’hote pour optimiser sa protection (79).

1.3.1.5 Especes réactives de 1’oxygene et de 1’azote

Les espéeces réactives de I"oxygeéne dérivées des mitochondries (ROS), tels que le peroxyde et
I’hyperoxyde, ainsi que les espéces réactives de 1’azote (RNS) peuvent étre produites
naturellement dans les cellules du corps, suite au métabolisme de I’oxygéne et de 1’azote. Ils jouent
normalement des roles dans la signalisation cellulaire et dans 1’homéostasie (80-82). Cependant,
le stress oxydatif caractérisé par un déséquilibre entre la production et 1’¢limination des ROS/RNS
et la défense antioxydante, ainsi que la modification des biomolécules produites par les ROS/RNS
sont associés a certaines conditions, tel que des processus inflammatoires (82, 83). Une trop grande

exposition a ces especes réactives peut nuire les fonctions intestinales, tel qu’en nuisant a

I’absorption, en augmentant la perméabilité et en nuisant a la motilité (83).
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1.3.1.6 Gradient de la tension d’oxygene dans 1’intestin

Le c6lon maintien une faible tension en oxygene (~ 0,1-1 mmHg), ce qui est favorable a la survie
des microorganismes anaérobiques qui représentent plus de 90% des microbes du microbiote. Les
CEls situées aux extrémités des villosités sont hypoxiques, alors que celles situées a la base sont
davantage oxygénées. Cette oxygénation est particulicrement possible grice aux vaisseaux

sanguins de la lamina propria (84).

Lorsqu’il y a une faible présence d’oxygene, des signaux hypoxiques sont libérés par les cellules.
Ceci se fait via I’expression de facteurs de transcription, tels que le facteur inductible par I’hypoxie
(HIF)-1a et HIF-2a. Ces derniers permettent le maintien de ’homéostasie intestinale. En condition
d’inflammation, HIF-10 augmente les génes importants pour la protection de la barriére, induit des
réponses immunitaires innées et activent des réponses antimicrobiennes, via I’augmentation de la
production de B-défensines. HIF-2a permet le maintien de la réponse inflammatoire déclenchée

par I’épithélium et est important pour la régénération de 1’intestin aprés une lésion aigué (85, 86).
1.3.1.7 Stress du réticulum endoplasmique

Afin de répondre a des stimuli environnementaux qui constituent des menaces pour les CEls, le
stress du réticulum endoplasmique et la réponse liée aux protéines mal repliées (UPR) qui y est
associée peuvent intervenir. Ce stress est normalement favorable a I’homéostasie intestinale et a
I’¢limination de pathogénes. De plus, au niveau de I’épithélium intestinal, ce mécanisme favorise
I’expansion de cellules du microbiote intestinal, de lymphocytes T, ainsi que I’activation de
lymphocytes B. Ceci favorise la production d’anticorps, protége contre I’inflammation intestinale
et apporte une protection supplémentaire a la barriére intestinale (87). Toutefois, une trop grande
présence de celui-ci peut induire des effets déléteres, tels qu'un exces de cellules dysfonctionnelles
et la mort cellulaire. A noter qu’une trop grande présence de ROS peut générer le stress du

réticulum endoplasmique et par le fait méme, accentuer la réponse inflammatoire (88).
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1.3.2 Mécanismes de défense immunologiques

La majorité des mécanismes immunitaires intestinaux se produisent au niveau de la muqueuse. Le
systéme immunitaire doit s’adapter pour maintenir 1’homéostasie et offrir des réponses approprices
aux menaces potentielles (46). Normalement, les microorganismes dans la lumiére intestinale ne
provoquent pas d’inflammation directement. Ils peuvent toutefois induire un effet indirect en
modifiant la composition de microorganismes étant en contact plus rapproché avec la muqueuse
(par exemple via I’action de métabolites) (89). De plus, les microorganismes qui parviennent a
atteindre I’épithélium et qui arrivent au niveau de la lamina propria induisent d’abord une réponse

inflammatoire locale (90).

Les CEIs peuvent induire des réponses immunologiques. Par ailleurs, des lymphocytes T et des
cellules dendritiques sont situés au niveau de 1’épithélium. La lamina propria contient des cellules
immunitaires de la réponse innée pouvant interagir rapidement avec les pathogeénes qui ont traversé
la barriere épithéliale. On y retrouve les cellules dendritiques, les macrophages et les mastocytes
(91, 92). De plus, la lamina propria comprend des structures organisées d’organes lymphoides, tels
que le MALT, ainsi que les ganglions lymphatiques drainants, ou sont principalement générées les

réponses immunitaires adaptatives (46).

1.3.2.1 La réponse immunitaire innée

Les cellules du systeme immunitaire inné reconnaissent les agents pathogeénes pour initier une
réponse de défense immédiate et éventuellement mener a une réponse adaptative. Elles possédent
des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs). Ceux-ci sont capables de
reconnaitre des structures spécifiques aux pathogenes, soit les motifs moléculaires associés aux
agents pathogenes (PAMPs). IIs peuvent comprendre des glycolipides, des polysaccharides et des
lipoprotéines (90).

La liaison des pathogenes aux cellules induit des mécanismes de défense et peut mener a la
sécrétion de cytokines et de chimiokines inflammatoires. Ces derniéres vont faciliter le
recrutement de leucocytes circulant dans le sang, tels que les monocytes, les neutrophiles et les

basophiles. L’arrivée rapide de leucocytes au site d’infection permet de limiter les dommages
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pouvant étre causés par les pathogénes. Les cellules immunitaires de la réponse innée peuvent
induire la phagocytose, la sécrétion de granules toxiques, ainsi que la lyse des pathogénes et des

cellules infectées (90).

1.3.2.2 La réponse immunitaire adaptative

La reconnaissance de microbes par les cellules présentatrices d’antigénes, telles les cellules
dendritiques, conduit a 1’activation des lymphocytes T et B (90). Ces derniers induisent une
réponse de longue durée et gardent en mémoire les pathogénes rencontrés, ce qui permet
I’immunité adaptative. Les lymphocytes T sont associés a I’immunité a médiation cellulaire, alors
que les lymphocytes B sont reliés a I’'immunité humorale qui comprend la production

d’immunoglobulines (Igs), aussi appelées anticorps.

Les lymphocytes T et B possedent un récepteur unique pour chaque antigene rencontré, soit
respectivement, le 7-cell receptor (TCR) ou le B-cell receptor (BCR). Cette spécificité est possible
grace a la recombinaison des segments de génes V (genes variables), D (génes de diversité) et J
(génes de jonction). Pour les Igs, la chaine lourde est composée des segments V, D, J alors que la
chaine légere est composée des segments V et J. En ce qui concerne les récepteurs des lymphocytes
T, la chaine P est composée des segments V, D et J et la chaine o de V et J (93). Les lymphocytes
fonctionnels qui expriment un TCR ou un BCR unique deviennent des lymphocytes naifs matures,
qui circulent dans le sang, a la recherche d’antigénes pathogéniques. IIs lieront une partie précise
de l’antigene appelée épitope. Suite a 1’exposition primaire a un antigéne, des lymphocytes

mémoires seront produits et seront préts a réagir rapidement face a une éventuelle exposition (94).

1.3.2.2.1 Lymphocytes T

De fagon générale, les lymphocytes T se différencient en deux types principaux, soit les
lymphocytes T auxiliaires (Th) et les lymphocytes T cytotoxiques (Tc). Les Th de I’intestin
comprennent différents sous-types, tels que Thl, Th2 et Th17 (95). Le type de Th dans lequel les
lymphocytes se différencient dépend de signaux envoyés par les cellules présentatrices d’antigenes

et par les CElIs (46). Ils libérent plusieurs cytokines et dirigent une réponse immunitaire contre les
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agents pathogenes. Il existe deux sous-types de Tc (Tcl et Tc2) qui sécrétent des cytokines
similaires a Th1 et Th2. Aussi, les Tc induisent la mort des cellules infectées avec des molécules
pro-apoptotiques, telles que les perforines et les granzymes. Ils peuvent aussi indure 1’apoptose,
via la cascade de signalisation induite, suite a I’interaction du récepteur Fas avec FasL, au niveau
de la membrane cellulaire (96). D’autres lymphocytes T, les cellules T régulatrices (Treg), régulent
négativement les réponses immunitaires et aident a prévenir 1’activation de lymphocytes pouvant
agir contre le soi. IIs contribuent également a rendre I’environnement tolérable face aux antigénes

alimentaires ou aux microorganismes commensaux (95).

Par ailleurs, les lymphocytes T intestinaux sont regroupés en deux classes, dépendamment du lieu
ou ils se développent, soit les lymphocytes T conventionnels et non conventionnels. Ces derniers
peuvent présenter des fonctions et des phénotypes différents. Les conventionnels se forment dans
le thymus et sont retrouvés a la fois dans la lamina propria et I’épithélium intestinal. Ils circulent
et migrent vers le MALT ou ils sont activés par des antigénes. Quant a eux, les non conventionnels
se développent et atteignent leur maturité dans I’intestin. Ils sont essentiellement localisés dans

I’épithélium (95).

1.3.2.2.2 Lymphocytes B

Suite au contact avec des antigénes solubles ou avec une cellule présentatrice d’antigenes, les
lymphocytes B se différencient en plasmocytes qui produisent des Igs en grande quantité. Les Igs
peuvent neutraliser les pathogenes de fagon spécifique et attirent éventuellement d’autres cellules
immunitaires (94). Les lymphocytes T ou les cellules présentatrices d’antigene influencent le type
d’anticorps sécrété par les plasmocytes. Les IgA, IgG et IgM sont les anticorps les plus présents
dans le sérum. Les IgG et les IgA sont généralement en concurrence avec les IgM pour les
antigenes peptidiques ou protéiques, alors que les IgM compétitionnent avec les IgG et les IgA
pour plusieurs antigenes glycaniques (97). Les plasmocytes du petit intestin sécrétent
majoritairement des IgAs (90, 98). La concentration d’IgAs a cet endroit est également €levée en
condition d’homéostasie, soit en 1’absence d’inflammation. L humain exprime deux sous-types
d’IgAs : les IgAsl retrouvés principalement dans le sérum et les IgAs2 qui sont davantage situés
dans ’intestin distal (99). Des IgMs et des IgDs sont également sécrétés au niveau de la muqueuse

intestinale, mais en quantité moindre (100). La protéine pIgR retrouvée du coté basolatéral, sur la
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membrane des CEIs, lie les Igs, les internalise et les transporte par transcytose afin de les libérer
du coté apical (101). Plusieurs études ont rapporté une interaction entre les Igs (IgAs, IgMs ou
IgGs) et certains microorganismes du microbiote intestinal humain in vivo (99). Par exemple, les
IgAs pourraient avoir des effets bénéfiques et/ou négatifs sur le microbiote. Il semblerait que
certaines bactéries prennent avantage de la liaison avec les IgAs pour se rapprocher de la couche
de mucus et s’y ancrer. De cette fagon, 1’acces a des espéces concurrentes serait limité. De plus, la
liaison des Igs avec le microbiote pourrait également impacter la motilit¢ des microorganismes,

moduler I’expression génique, neutraliser les microbes, etc. (102).

1.3.2.2.3 Les cellules Natural Killers

Les cellules Natural Killers (NK) représentent une autre classe de lymphocytes et elles peuvent
étre impliquées, a la fois dans I’immunité innée et adaptative (103). Elles sont dispersées dans la
lamina propria ou 1’épithélium intestinal et elles ne sont pas associées aux agrégats de lymphoides
(103, 104). Elles interagissent avec diverses cellules immunitaires incluant les macrophages et les
lymphocytes T, ainsi qu’avec les CEIs et les fibroblastes (103). Elles contribuent au maintien de
I’homéostasie intestinale et sont importantes contre les infections bactériennes, principalement en
produisant des IFNs-y. Ces derniers permettent le recrutement de cellules NK périphériques afin
d’amplifier la réponse antibactérienne (105). Par ailleurs, ces cellules possedent plusieurs
récepteurs leur permettant de reconnaitre des virus et d’induire une réponse immunitaire

appropriée (103).

1.3.3 Systéme immunitaire inné des cellules épithéliales intestinales

Les IFNs sont sécrétés par une grande variété de cellules et ils interviennent dans I’immunité innée.
Lors d’infections virales, les IFNs de type I et III sont essentiels pour la protection des CEIs (106).
Chez I’humain, les IFNs de type I comprennent 13 sous-types d’IFN-a, ainsi qu’un seul sous-type
d’IFN-B, d’IFN-¢, d’IFN-k et d’IFN-o (107). Ils interagissent tous avec le récepteur de 1'IFN o/
(IFNAR). Les IFNs a et B sont les plus étudiés (100, 108). Les protéines associées aux IFNs de
type I sont largement exprimées dans les cellules du corps, soulignant 1I’importance de ce type

d’IFNs pour la protection systémique (100, 108). Chez I’humain, les IFNs de type III comprennent

36



quatre molécules d’IFN-A (A1 (IL29), A2 (IL28A), A3 (IL28B), A4). Leur récepteur est composé du
complexe protéique comprenant le récepteur de I'IFN lambda 1 (IFNLR1) et
de la sous-unité béta du récepteur interleukine 10 (IL10RB). Il est spécifiquement exprimé sur les
cellules épithéliales, ainsi que sur certaines cellules immunitaires, tels que les cellules dendritiques
plasmacytoides (107, 109). Cette localisation restreinte suggere que les IFNs de type III sont
particuliérement importants pour la protection de la barriere épithéliale du systéme gastro-
intestinal (107, 110). Les IFNs de type I et III présentent plusieurs similarités. Ils conduisent a la
production du méme groupe de geénes ayant diverses propriétés antivirales, soient les geénes
stimulés par les IFNs (ISGs), mais avec des temps d’induction et des concentrations différentes
(106). Une mauvaise régulation par les IFNs peut résulter en une dérégulation du systeme
immunitaire intestinal, ainsi que conduire a de I’inflammation et a des pathologies

immunologiques (111).

1.3.3.1 Reconnaissance virale et induction des IFNs

Les virus peuvent étre reconnus par différents types de PRRs, tels que les cytosolic RIG-I-like
receptors (RLRs), les Toll-like receptors (TLRs), les Nod-like Receptors (NLRs), etc. La liaison
de ces derniers avec des PAMPs (souvent représentés par de I’ARN ou de I’ADN pour les virus)
mene a la production d’IFNs de type I (112). Par ailleurs, de récentes études suggerent un role
pour les RLRs, les TLRs et les NLRs dans I’induction des IFNs de type III, bien que les

mécanismes restent a étre mieux compris (113-117).

Les RLRs sont présents de fagon ubiquitaire et ne sont pas fortement exprimés lorsqu’ils ne sont
pas stimulés (118, 119). Ils sont divisés en trois protéines pouvant présenter des affinités variables
pour les virus : melanoma differentiation-associated gene 5 (MDAY), retinoic acid inducible gene
I (RIG-I) et laboratory of genetics and physiology 2 (LGP2) (120). De facon générale, les RLRs

et TLR3 peuvent étre activés par des types de virus similaires.
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1.3.3.1.1 RLRs : MDA5 et RIG-1

MDAS et RIG-I sont des protéines intracellulaires qui ont en commun, au niveau du domaine N-
terminal, un domaine de recrutement des caspases (CARDs). Ce dernier interagit avec la protéine
de signalisation antivirale mitochondriale (MAVYS) située au niveau de la mitochondrie ou sur les
membranes associées aux mitochondries (MAMs) (121). MAVS activée permet I’interaction de
l’inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit epsilon (IKKe) et de la protéine TANK-binding
kinase 1 (TBK1), qui peuvent ensuite phosphoryler les facteurs de régulation de la transcription 3
et 7 (IRF3 et IRF7). Le dimére formé de p-IRF3 et p-IRF7 se déplace au niveau du noyau, et lie
les sites de liaisons des facteurs de transcription pour engager la transcription d’IFNs de type |
(122). Les mécanismes exacts expliquant la transcription d’IFNs de type III restent a étre mieux
compris, mais il semblerait qu’IRF3 et/ou IRF7 les induisent également (123). RIG-I et MDAS
interviennent aussi dans la voie de signalisation associée au facteur nucléaire-xB (NF-xB), mais
avec des mécanismes distincts. RIG-I agirait en amont de la voie canonique, ce qui permet la
translocation dans le noyau de deux sous-unités de NF-kB, soit p50 et p65, alors que MDAS agirait
sur I’expression de NF-kB indépendamment de cette voie (122, 124). NF-kB est un facteur de
transcription impliqué dans les réponses inflammatoires et dans des réponses liées au stress
cellulaire (125). Il intervient, entre autres, dans 1’activation des promoteurs des IFNs de type I et
III et peut mener a leur transcription (123, 126). Les IFNs sécrétés peuvent activer les cellules

environnantes de facon autocrine ou paracrine (122).

RIG-I et MDAS interagissent généralement avec des virus distincts. MDAS reconnait
préférentiellement des virus a ARNdb positif ou I’ARNdb résultant de produits de réplication de
virus a ARNsb (127-129). De plus, il lie les ARNdb de hauts poids moléculaires (130), tels que
les virus de la famille des Picornaviridae, comprenant le virus encéphalomyocarditis (EMCV)
(131). RIG-I est davantage activé par I’ARNdb de virus de bas poids moléculaire avec la fin 5’
triphosphorylée, tels que les réovirus (122, 132). Par ailleurs, MDAS et RIG-I reconnaissent
I’acide polyriboinosinique : polyribocytidylique (poly (I:C)), une molécule analogue d’ARNdb
synthétique. Il est couramment utilisé dans les contextes expérimentaux pour mimer les infections
avec les virus 8 ARNdb (133). RIG-I et MDAS lieraient respectivement le poly (I:C) de bas et de
haut poids moléculaire (134, 135). Or, plusieurs études ont rapporté¢ des distinctions dans des

réponses immunitaires suite a des stimulations avec du poly (I:C) commercial, et méme entre
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différents lots d’un méme produit (136, 137). Ces différences pourraient étre expliquées par la
faible stabilité de I’ARNdb qui pourrait facilement étre dégradé et ainsi affecter sa longueur (138).
Ceci constitue un inconvénient important a prendre en considération lors de 'utilisation du poly

(I:C) en condition expérimentale (137).

Dans certains cas, tels que pour le rotavirus et le virus de la rougeole, MDAS et RIG-I peuvent
agir simultanément et reconnaitre différentes régions génomiques d’un méme virus (139, 140).
Ceci pourrait étre expliqué par la présence de variations structurelles au niveau de I’ARN viral, ce

qui augmenterait I’affinité de liaison de certaines régions pour MDAS ou RIG-I (140).

1.3.3.1.2 RLR : LGP2

LGP2 posséde une structure similaire a RIG-1 et MDAS et peut lier certains ARNdb viraux.
Cependant, il ne posséde pas de domaine CARD, ce qui ne lui permet pas d’interagir avec les
protéines MAVS et d’induire les mécanismes associés aux IFNs (141). LGP2 peut étre un
régulateur positif de MDAS, alors qu’il peut étre un régulateur négatif de MDAS et de RIG-I (141-
143). Normalement, plusieurs protéines MDAS formant un oligomere s’associent en longs
filaments sur ’ARNdb viral, améliorant ainsi I’interaction avec ce dernier (122). Bruns et al.
proposent que LGP2 favorise la régulation des filaments de MDAS, au contact de certains ARNdb.
(144). Une autre étude suggere que LGP2 inhibe la réponse antivirale générée par MDAS et RIG-
I, en compétitionnant avec les kinases IKKi pour interagir avec les protéines MAVS (145).
L’identité des virus pourrait avoir un impact sur I’effet de régulation positive ou négative. Par
exemple, la délétion de Lgp2 chez la souris accompagnée d’une infection avec le virus de la
stomatite vésiculaire (VSV), un virus principalement reconnu par RIG-I, aurait pour effet de
restreindre activité de Rig-1 (146, 147). A I’opposé, dans les cas d’infection par ’TEMCV, un
virus connu pour activer MDAS, LGP2 aurait un réle de régulateur positif pour conduire a une

réponse antivirale (146).
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1.3.3.1.3 TLR3

Chez I’humain, les TLRs regroupent onze protéines différentes, capables de reconnaitre certains
PAMPs et d’engendrer une réponse immunitaire contre les infections (148). Les TLRs sont
composés d’un domaine de répétitions riches en leucine (LRR) pouvant lier les PAMPs, ainsi
qu’un récepteur toll/IL-1 (TIR), permettant la transmission du signal pour engendrer une réponse
inflammatoire (148). TLR3 est activé par les ARNdb viraux ayant un poids moléculaire supérieur
a 40 paires de bases (pb), tels que les rotavirus et le Coxsackievirus B3 (149, 150). I est également
induit par le poly (I:C), notamment dans les CEIs (37, 151). TLR3 se situe au niveau des
endosomes, pour les macrophages, les lymphocytes B et les cellules dendritiques conventionnelles,
alors qu’il est intracellulaire et extracellulaire pour les cellules épithéliales, les cellules NK et les
fibroblastes (152). La plupart des TLRs activent un mécanisme dépendant de la réponse primaire
de différenciation myéloide 88 (MYDS8), alors que TLR3 agit via un mécanisme indépendant de
MYDSS. Il utilise la protéine TIR-domain-containing adapter-inducing IFN-f (TRIF) et IRF3 pour
mener a la transcription d’IFNs de type I et III (153, 154). Ces derniers peuvent également étre

produits par NF-kB (154).

1.3.3.1.4 NLRs

Les NLRs jouent un role important dans des réponses immunitaires face aux microorganismes. La
reconnaissance de PAMPs peut mener a la formation d’inflammasomes qui sont représentés par
des complexes protéiques multimériques, comprenant normalement un senseur (NLR), un
adapteur et la zymogen procaspase 1 (155). Certains NLRs tels que nucleotide binding
oligomerization domain containing 2 (NOD2), Nod-like receptor family pyrin domain containing
3 (NLRP3), NLRP9 et NLRP6 interviennent dans des réponses antivirales (156, 157). NLRP6 est
particulierement exprimé dans les CEIs et il reconnait principalement les virus 8 ARNdb de haut
poids moléculaire. Il active la protéine MAVS via la protéine DHX15 et mene a la production
d’IFNs de type I et 11, et éventuellement a 1’induction d’ISGs. Par ailleurs, NLRP6 peut induire

des réponses antibactériennes (158).
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1.3.3.2 Mécanismes induits par les IFNs

Bien que les IFNs de type I et III lient différents récepteurs, ces derniers meénent a 1’activation de
plusieurs mécanismes similaires menant a la production d’ISGs. Les I[FNs de type I lient d’abord
avec une grande affinité la protéine IFNAR2, ce qui lui permet de lier IFNARI. L’association
IFNARI1-IFNAR?2 forme le récepteur IFNAR. Quant a lui, I’'IFN-A lie la protéine IL-28Ra., ce qui
permet un changement de conformation et la liaison de la protéine IL-10R2. Une fois ces deux
récepteurs adéquatement formés, il y a dimérisation de la janus kinase 2 (JAK2) et de la tyrosine
kinase 2 (TYK2) qui phosphorylent par la suite les protéines STAT1 et STAT2. Ces dernicres
formeront un hétérodimere. Ce complexe peut ensuite lier la protéine IRF9 pour former un
complexe trimérique appelé ISG Factor 3 (ISGF3) qui se rend au noyau et lie le interferon-
stimulated response element (ISRE), dans les promoteurs des ISGs, ce qui permet leur

transcription. Ces molécules sont représentées a la Figure 2 (107).

Par ailleurs, les IFNs de type I et III peuvent mener a I’activation d’autres voies de signalisation
cellulaire comme la voie de la mitogen-activated protein kinase (MAPK), bien qu’il semblerait
qu’elle ne soit par régulée de la méme fagon par ces deux classes d’IFNs (159). Cette voie joue
entre autres un role dans la régulation des génes antiprolifératifs et antiviraux associés aux IFNs
(159). Par ailleurs, dans certains types cellulaires, JAK2 serait impliqué dans la signalisation

associée aux [FNs de type III uniquement (114, 160).
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Figure 2.  Signalisation des IFNs de type I et I11.
Les IFNs de type I et III interagissent respectivement avec récepteurs INAR1/IFNAR?2 et IL-
10RB/IFNLR1, ce qui active les protéines STAT1 et STAT2 qui induisent alors IRF9 (formation du
complexe ISGF3). ISGF3 lie I’ADN pour mener a la transcription d’ISGs. IFN : interféron, IFNAR :
récepteur de I'IFN o/p, TYK2 : tyrosine kinase 2, JAK1 : janus kinase 1, STAT : transducteur de signal et
activateur de la transcription, IRF9 : facteurs de régulation de la transcription 9, IL-10Rf : sous-unité 3
du récepteur interleukine 10, IFNLRI1 : récepteur de I’IFN lambda 1. (107)

1.3.3.3 Les genes stimulés par les IFNs

Les ISGs représentent un groupe de plusieurs protéines avec diverses fonctions, mais ayant un but
commun : restreindre 1’infection (161, 162). MDAS, RIG-I, TLR3, NLRP6, IFN-fB, Interferon
Induced Transmembrane Protein 1 (IFITM1) et protéine 6 inductible par l'interféron a (IF16) font
partie des protéines codées par les ISGs. Certains d’entre eux interviennent dans le recrutement de
cellules immunitaires innées tels que les cellules dendritiques, les neutrophiles et les macrophages
(161). Ils peuvent également conduire a I’apoptose, arréter la traduction et la réplication, inhiber
I’entrée des virus, etc. (161, 162). Les IFNs de type I et I1I induisent différents profils de production
d’ISGs. Une étude réalisée dans des organoides intestinaux et dans des CEIs aurait démontré qu’en
condition d’infection avec le VSV, I’expression des IFNs de type I serait associée a une plus grande
relache d’ISGs et a une induction de la réponse antivirale plus rapide, comparativement a

I’expression des [FNs de type III (106).
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1.3.3.4 Effet de la polarité cellulaire sur les réponses aux IFNs

Selon 1’étude de Bhushal ef al., la polarité cellulaire serait importante pour observer une hausse de
’activité des IFNs de type III, ce qui ne semblerait pas étre le cas pour les IFNs de type 1 (163). 11
a ¢ét¢ démontré que les organoides intestinaux dérivés de cellules souches imitent la polarité
retrouvée dans I’intestin in vivo (164). Dans une étude comparant I’expression d’IFNs-A avec les
modeles d’organoides intestinaux ou de CEls cultivées en monocouche polarisée, la polarité aurait
amplifi€ la cinétique de la réponse induite par les IFNs-A, ainsi que la sensibilité aux IFNs-A (163).
De plus, la polarité de 1’épithélium intestinal aurait également pour effet d’augmenter I’expression

du récepteur des IFNs de type III, mais pas d’IFNAR (165).

1.4 Réponse des cellules épithéliales intestinales aux virus entériques

Les CEIs peuvent reconnaitre des virus entériques et activer des mécanismes de réponses
antivirales, lorsqu’elles pergoivent une menace. De ce fait, elles induisent une réponse immunitaire

innée, entre autres en menant a la production d’IFNs de type I et I11.

Par exemple, ces deux types d’IFNs sont importants lors d’infection de CEIs par du rotavirus, un
virus entérique largement connu pour causer la gastroentérite (166-170). Plus spécifiquement,
I’infection avec du rotavirus d’organoides intestinaux humains et de Caco-2, un modele de CEls
bien établi, serait associée a une plus grande transcription d’IFNs de type III et & une plus faible
transcription d’IFNs de type I (166, 167). L’ induction de I’un ou I’autre de ces deux types d’IFNs
ne permettrait pas 1’arrét de la réplication virale (166, 167). Par contre, I’ajout d’IFN-f et d’IFN-
A exogenes inhiberait la réplication du rotavirus dans les cellules intestinales, en amplifiant la
production d’ISGs (166, 167). Par ailleurs, Lin et al. ont démontré que la régulation des IFNs de
type I et III peut varier au cours de la vie. En effet, chez des souris nouveau-nées infectées par du
rotavirus, les CEls auraient mené a une réponse antivirale via les IFNs de type I ou III, mais les
CEls des souris adultes répondraient préférentiellement aux IFNs de type III (168). Dans une autre
¢tude menée par Pott ef al. I’absence du récepteur des IFNs de type III chez des souris les rendrait
plus susceptibles a I’infection par le rotavirus, comparativement a 1’absence du récepteur pour les

IFNs de type 1. De plus, le traitement des souris avec ’IFN de type III avant I’infection avec du
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rotavirus empécherait 1’infection virale, a I’opposé du traitement avec les IFNs de type I (169).
Dans le cas d’infection de CEls par du mammalian reovirus (MRV), un virus pouvant activer a la
fois MDAS et RIG-1, la transcription d’IFNs de type I et III serait augmentée (171). Ceci ne serait
pas reflété dans le surnageant, ou il n’y aurait qu’une hausse d’IFNs de type III (159). Toutefois,
ces cellules seraient parvenues a induire I’expression d’ISGs et a engager une réponse antivirale
suite a 1’ajout d’IFNs de type I ou III exogenes (159). Aussi, ces deux types d’IFNs pourraient
suffire indépendamment pour restreindre 1’infection (159). Nice et al. auraient également attribué
un rdle prépondérant pour les IFNs de type III, suite a une infection de souris avec du norovirus,
un virus entérique, et suggerent que les [IFNs de type III pourraient constituer un traitement contre

les infections virales du tube gastro-intestinal (172).

L’EMCYV, est transmis par la route fécale-orale et peut infecter a la fois les animaux (mammiferes,
oiseaux, insectes) et les humains (157, 173). La pathologie chez les individus infectés différe entre
les especes et dépend de la souche. Par exemple, les humains et les rongeurs sauvages présentent
une faible morbidité lorsqu’ils sont infectés, alors que les rongeurs en laboratoire infectés
présentent souvent des encéphalites ou a des myocardites fatales. L’infection oro-nasale avec
I’EMCYV de 24 porcelets a permis d’isoler le virus dans divers organes, tel que I’intestin, ainsi que
dans les selles. Au niveau des cryptes intestinales des porcelets infectés, il y avait de la
desquamation des CEls, ainsi que la présence de neutrophiles (174). Il est largement reconnu que
MDAS interagit avec ce virus. Or, selon 1’é¢tude de Wang et al., la protéine NLRP6 interagirait
¢galement avec I’EMCYV, particuliérement au niveau de I’intestin, et ce, de facon indépendante a
MDAS. La charge virale dans les CEls de souris knock-out (KO) pour Mda5 ou Nlrp6 serait
similaire, mais supérieure a celle de souris wild type (wt). A 1’opposé, I’infection systémique
n’aurait pas d’impact chez des souris Nlrp6 KO. De fagon intéressante, le traitement de souris KO
pour NLRP6 ou wt avec de I’I[FN-A, avant une infection avec I’EMCYV aurait pour effet de prévenir

la mort, ainsi que de réduire significativement la virulence (157).

Enfin, les IFNs de type I et III sont nécessaires pour protéger les CEIs des virus entériques. La
réponse aux IFNs de type III semble avoir une fonction essentielle pour protéger les CEIs contre
ces infections (166, 167, 172). A I’opposé, les IFNs de type I sont primordiaux pour protéger les
cellules immunitaires de la lamina propria, contre les virus entériques et pour éviter la propagation

systémique des virus (106, 169, 175).
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1.5 Maintien de Phoméostasie via les interactions intestinales

L’organisation structurelle de la muqueuse intestinale et les échanges moléculaires a cet endroit
assurent I’absorption efficace des aliments et limitent le passage de microorganismes ou de
métabolites potentiellement pathogénes. Afin de conserver 1’homéostasie et une réponse
inflammatoire adéquate face au microbiote commensal et pathogenes, les différents ¢léments de
la muqueuse doivent communiquer entre eux de facon dynamique. L’épithélium intestinal
coordonne les relations entre les microorganismes de la lumiére et les cellules immunitaires de la
lamina propria. Les CElIs interagissent avec les microbes ou leurs métabolites et peuvent induire
la production et la relache de cytokines qui, entre autres, causent une augmentation de la
production de mucus, ainsi qu’une plus grande relache de peptides antimicrobiens. Des signaux
immunitaires et des éléments de la lumiére peuvent également étre transmis du co6té basolatéral
des CEls, et atteindre les cellules immunitaires de la lamina propria, ce qui engendre des réponses
de défense appropriées (176). Une stimulation constante et a faible niveau des cellules de I’hdte
par le microbiote commensal via les PRRs permettrait de maintenir 1’homéostasie dans la réponse

immunitaire, ainsi que I’intégrité de I’épithélium (68, 177).

Le déreglement d’un des éléments mentionnés ci-haut peut induire d’importantes conséquences
sur I’homéostasie. Par exemple, I’élimination des IgAs aurait pour effet de moduler 1’expression
génique de certains microorganismes du microbiote, par exemple en faisant en sorte que les
Bacteroides thetaiotaomicron expriment davantage de molécules pro-inflammatoires (178, 179).
Fait intéressant, dans le cas de de I'immunodéficience variable commune (CVID) qui regroupe
plusieurs désordres cliniques et génétiques, les patients présentent une diminution importante
d’1gG, d’IgA et parfois d’IgM dans le sérum et ils sont souvent affectés par des infections
bactériennes récurrentes au niveau des voies respiratoires et gastro-intestinales (180). Par ailleurs,
des souris sans microbiote présenteraient une muqueuse intestinale amincie, une moins grande

quantité de mucus, ainsi qu’une plus faible prolifération des CEIs (13).
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1.6 Les maladies inflammatoires de I’intestin

Les MII regroupent principalement la colite ulcéreuse (CU) et la maladie de Crohn (MC). Elles
sont des maladies chroniques du tube digestif et résultent d’une réponse anormale du systeme
immunitaire intestinal. Elles se caractérisent par de 1’inflammation et des ulcérations au niveau du
tube gastro-intestinal (2). Dans certains cas, il est difficile de distinguer cliniquement la MC et la

CU, il est alors question de colite indéterminée.

Les pays occidentaux de I’hémisphére nord, comprenant le Canada, ont la plus grande prévalence
de MII, soit le nombre total de personnes affectées. En 2018, 270 000 Canadiens étaient atteints
de MII, dont 135 000 avec la MC, 120 000 avec la CU et 15 000 avec une colite indéterminée,
représentant preés de 7 Canadiens sur 1000. La MC touche 1égérement plus les femmes que les

hommes, alors que la CU les atteint au méme titre (181).

1.6.1 Qualité de vie et impacts économiques

Le diagnostic des MII a souvent lieu a I’adolescence et chez les jeunes adultes (182). Ces maladies
se caractérisent principalement par des répétitions de crises aigués, séparées par des périodes de
rémission qui peuvent durer des mois, voire méme des années. La rémission permet souvent la
guérison du tissu endommage et le retour a une qualité de vie normale (183). L’apparition des MII
tot au cours de la vie est associée a une extension de la maladie et a un pronostic plus sévere qu’une

manifestation tardive (184).

Les MII peuvent avoir de lourdes conséquences sur la qualit¢ de vie. En effet, certains patients
sont confrontés a des difficultés dans leurs activités professionnelles, a de la stigmatisation sociale,
a des problemes reliés a I’intimité physique, a 1’acces parfois limité aux toilettes, etc. (182). Par
ailleurs, ils ont plus de risque de développer d’autres maladies comme 1’ostéoporose, des maladies
du foie, des thromboembolies veineuses, des maladies mentales, des cancers colorectaux, des
maladies cardiaques, etc. (185, 186). Il est rare que les MII soient directement responsables du

déces prématuré des patients, mais des facteurs externes peuvent diminuer 1’espérance de vie

(187).
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A chaque année au Canada, les MII coiteraient 1,28 milliard de dollars au systéme de santé et
elles induiraient aussi des cotits indirects de 1,29 milliard de dollars a la société. Ces frais indirects
seraient, entre autres, reliés a la diminution de la productivité au travail, a la couverture invalidité,

aux retraites prématurées ou aux déces (181).

1.6.2 Présentations cliniques

Colite ulcéreuse

La CU se caractérise par une inflammation et des ulcérations de la muqueuse du célon. Elle débute
souvent au niveau du rectum, avant de se répandre de fagon continue dans le colon (2). Elle se
caractérise par des selles fréquentes, parfois accompagnées de sang et de mucus. Les symptomes
séveres comprennent des diarrhées importantes, des crampes abdominales douloureuses, une perte
de poids, la fiévre, la dénutrition, la déshydratation, etc. Il arrive que les patients présentent des

hémorragies dues a des ulcérations profondes ou a une perforation de I’intestin (2, 188).

Maladie de Crohn

Les patients avec la MC peuvent présenter de I’inflammation intestinale transmurale, signifiant
que les différentes couches de I’intestin peuvent étre affectées. L’inflammation ne débute pas a un
endroit spécifique du tube digestif et peut se répandre de fagon discontinue. Dans la majorité des
cas, I’iléon et/ou le cOlon sont atteints et lors de situations plus rares, I’estomac, I’cesophage et la

bouche le sont aussi (2).

Les patients ont des diarrhées fréquentes et ont régulierement des douleurs abdominales. Des
saignements apparaissant dans les selles peuvent provenir d’ulceres intestinaux. La MC conduit
souvent a une inflammation sténosante qui est caractérisée par un rétrécissement de la lumiere
intestinale pouvant mener a [’obstruction. Par ailleurs, la perforation de I’intestin est une
complication de la maladie qui peut causer une péritonite, des abces ainsi que des fistules avec des
organes voisins. Il arrive qu’une pullulation, soit la prolifération anormale de bactéries
anaérobiques de la famille des Enterobacteriaceae, tel que I’ E. coli, soit observée chez les patients

atteints de MII et ceci peut nuire aux mécanismes d’absorption. (2, 188-190).
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1.6.3 Traitements

A ce jour, aucun traitement n’existe pour guérir les MIL Les thérapies actuelles ont pour principaux
objectifs 1’¢limination de I’inflammation anormale et le controle des symptomes. Elles
interviennent dans le contréle des épisodes aigus ou pour prévenir des récidives. De plus,
I’évolution des MII est variable et imprévisible, ce qui complique la prise en charge et le traitement
(191). La CU et la MC requierent des interventions similaires, avec certaines distinctions, qui

seront décrites dans les sections suivantes.

Colite ulcéreuse

Les patients atteints de la CU avec des symptomes légers répondent normalement bien aux 5-
Aminosalicylates (5-ASA). Ceux-ci sont des dérivés de l’aspirine et agissent comme anti-
inflammatoires locaux, au niveau de la muqueuse intestinale (192). Lorsque les symptomes sont
de modérés a sévéres, les corticostéroides s’averent performants. Ceux-ci ne peuvent pas constituer
un traitement a long terme, puisqu’ils sont associés a d’importants effets secondaires, tels que
I’obésité, I’acné, I’hypertension artérielle, le facieés lunaire, etc. De plus, ils ne sont pas
particulierement efficaces dans le maintien de la rémission (193). Lorsque I’inflammation est
maitrisée, des immunosuppresseurs tels que 1’azathioprine peuvent remplacer les corticostéroides.
IIs inhibent ou préviennent I’activité du systéme immunitaire. Toutefois, ils prennent souvent
plusieurs mois avant d’induire des effets thérapeutiques (2).

Les thérapies moléculaires ciblées qui comprennent des agents biologiques (anticorps
monoclonaux), ainsi que les petites molécules ciblant les kinakes JAK, sont administrées lorsque
les traitements énumérés ci-dessus ne sont pas efficaces. Ils sont pertinents pour le contrdle a long
terme, mais sont extrémement dispendieux (194). Parmi ces agents, on retrouve des anti-tumor
necrosis factor (anti-TNF) des anti-intégrines et des anti-1L-12/23 (195). Enfin, lorsqu’aucune
thérapie ne fonctionne, la chirurgie est considérée. L’excision totale du c6lon permet généralement

d’éradiquer la CU (196).

Maladie de Crohn
Pour les patients avec la MC, les 5-ASA sont moins performants (192). Les corticostéroides
constituent 1’approche classique pendant les phases modérées a aigués de la maladie, ainsi que

pour induire la rémission. Les immunosuppresseurs peuvent prendre la reléve des corticostéroides.
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Les antibiotiques (métronidazole) sont également efficaces pour le traitement de pathologies

anorectales ainsi que d’infections, tels que des abces (2).

En remplacement des corticostéroides, 1’alimentation entérale exclusive est un traitement de
premicre ligne pour les enfants atteints de la MC et qui ont des symptomes de légers a modérés.
Elle est axée sur la nutrition et n’inclue pas de médication. Elle comprend une diéte uniquement
liquide, introduite oralement ou par une sonde d’alimentation, pendant six a huit semaines. Elle
aide a diminuer I’inflammation de I’intestin et conduit parfois a la rémission de la maladie. Les
effets bénéfiques de 1’alimentation entérale exclusive chez les enfants, ne sont généralement pas
retrouvés chez 1’adulte. Les mécanismes expliquant cette différence restent a étre mieux compris

(197).

Lorsqu’aucun traitement ne fonctionne pour la MC, la chirurgie est considérée. La partie affectée
est retirée et les deux extrémités restantes sont jointes. Cette connexion est appelée une
anastomose. Les risques de récidives sur d’autres segments intestinaux sont élevés, et la plupart
des patients ont besoin d’une deuxiéme chirurgie et parfois méme d’une troisiéme chirurgie. De
plus, la récidive revient souvent pres du site de I’anastomose. Ceci suggere que des processus
microscopiques/moléculaires auraient déja été¢ entamés dans la partie de I’intestin qui semblait
saine et qui n’avait pas été retirée. Une stomie (iléostomie ou colostomie) peut tre nécessaire s’il
n’y a pas d’extrémités saines pouvant étre connectées. Cette chirurgie implique que I’extrémité
intestinale restante soit reliée a ’abdomen et que les selles puissent étre collectées dans un sac, a

I’extérieur du corps (2).
1.6.4 Etiologie

Les causes responsables des MII ne sont pas clairement définies, bien qu’il existe plusieurs facteurs
de risque pour leur développement. Plus précisément, elles sont des maladies complexes, pour
lesquelles des mutations génétiques ont été associées comme étant des facteurs de risque, sans
toutefois étre suffisantes a elles seules pour causer leur développement. Ainsi, des susceptibilités
génétiques additionnées de facteurs environnementaux seraient responsables de leur apparition

(198).
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1.6.4.1 Facteurs environnementaux

Les populations des pays occidentaux sont les plus touchées par les MII. Cependant, des
immigrants ne venant pas de pays occidentaux et qui arriveraient au Canada t6t au cours de leur
vie, ainsi que leurs enfants, auraient plus de chance de les développer, comparativement aux
immigrants arrivés a un age plus avancé. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que des facteurs
environnementaux influencent le développement des MII chez certains groupes ethniques installés

dans les pays occidentaux, pour lesquels I’incidence est faible dans leur pays d’origine (199).

Hygiéne

Une hypothése courante concernant 1’hygiéne est que les individus ayant grandi dans un
environnement trop stérile, et ayant donc été exposés a peu de microbes, puissent développer une
immunité anormale. Le systéme immunitaire altéré aurait alors tendance a s’attaquer aux organes,
plus tard dans la vie de ces individus, lorsqu’ils rencontrent des microorganismes pathogenes
(200). Ceci va de pair avec le fait que les individus ayant été élevés sur une ferme ou dans des
zones rurales, ayant une plus grande famille ou ayant eu des animaux, ont moins de chance de

développer les MII (201).

Mode de vie

L’activité physique préviendrait I’apparition de la MC, mais ne semblerait pas prévenir la CU
(202). L’alimentation jouerait aussi un rdle important. En effet, la consommation de fibres
alimentaires semblerait protectrice (203), alors qu’une déficience en vitamine D constituerait un

facteur de risque pour les MII (204).

Enfin des individus qui fument la cigarette auraient moins de chance d’étre atteints de la CU. A
I’opposé, les personnes qui fument sont plus susceptibles d’avoir la MC et celle-ci serait associée
a une évolution défavorable de la maladie (198). Cet effet apparaitrait plus particulierement chez

les populations caucasiennes, non juives (205).

Facteurs génétiques
L’importance de la génétique dans le développement des MII a entre autres été mise en évidence

par une étude réalisée chez des jumeaux. En effet, il y a une plus grande concordance de MII chez
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des jumeaux homozygotes (environ 50%), comparativement a des jumeaux hétérozygotes (environ
10%) (206, 207). Par ailleurs, certaines populations sont plus a risque de développer les MII. Par
exemple, les Juifs ashkénazes sont porteurs de plusieurs variants connus pour augmenter la
susceptibilité¢ au développement des MII, ainsi que d’autres variants spécifiques a leur population
(208, 209). A ce jour, plus de 230 loci (régions spécifiques sur un chromosome) ont été identifiés
comme ¢étant associés aux MII. La plupart d’entre eux sont responsables a la fois de I’apparition
de la MC et de la CU (210). Plusieurs de ces loci sont liés a d’autres traits ou maladies complexes,
tels que le diabéte de type 1, le psoriasis et la spondylarthrite ankylosante (211). Plusieurs
méthodes d’analyse génétique existent pour identifier des variants responsables de traits ou de

maladies.

1.6.4.1.1 Etudes d’association pangénomique (GWAS)

Les études d’association pangénomiques (GWAS) analysent le génome en entier et comparent des
variations de séquences connues, tels que les single-nucleotides polymorphisms (SNPs) entre deux
groupes (maladie et témoin). Ceci fait ressortir les régions du génome qui sont significativement
différentes entre les cohortes. Les SNPs sont caractérisés par un changement d’un seul nucléotide
a une position donnée du génome. Lorsqu’un SNP est significativement plus fréquent dans le
groupe malade, il y a une association entre le locus (région chromosomique) ou il est localisé et la
maladie. Les GWAS permettent, entre autres, de mesurer la fréquence allélique mineure (MAF) et
le rapport de cotes (OR). La MAF informe sur la rareté de I’alléle dans la population. Ainsi, un
MAF situé entre 5 et 50% fait référence a un alléle trés commun, un MAF entre 1 et 5% représente
un allele moins commun alors qu’un allele inférieur a 1% est rare (212). Le rapport de cotes (OR)
fait référence a I’effet génétique d’un variant et représente le rapport de la cote de la maladie chez
les individus porteurs de 1’alléle a risque sur la cote de la maladie chez les individus qui ne portent
pas l’allele. La cote réfere a la probabilité qu’un événement se produise sur la probabilité qu’il ne
se produise pas. Bref, un OR supérieur a 1 indique que 1’all¢le a risque est plus fréquent chez les
individus malades. Aussi, dans le cas des maladies rares, le OR se rapproche du risque relatif, soit
le risque qu’un individu porteur d’un allele a risque soit malade, comparativement a un non porteur

(213).
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1.6.4.1.2 Découverte de variants dans le gene IFIH1

En 2012, Jostins et al. ont réalis¢ une méta-analyse regroupant 15 GWAS et totalisant plus de
75 000 individus d’ascendance européenne. Cette étude a révélé I’existence de 163 loci associés
aux MII, parmi lesquels 53% comprendraient des genes candidats (facteurs de risque pour les MII).
Ces loci peuvent également contenir plusieurs geénes et plusieurs variants (211). Un SNP associé a
la fois a la CU et a la MC, dans le géne Interferon Induced With Helicase C Domain 1 (IFIHI)
(152111485, MAF = 40,4%, OR = 1,07 et Pval = 1,93x10®) a été identifié. Ce variant révélé par
GWAS ne constitue pas nécessairement un facteur de risque pour les maladies. Il représente plutot
un haplotype (région chromosomique pouvant contenir plusieurs alleles transmis ensemble), ou il
est en fort déséquilibre de liaison avec des SNPs voisins. Le déséquilibre de liaison est une mesure
de corrélation et rapporte une association préférentielle et non-aléatoire entre deux alleles (214).
Ainsi, le ou les SNPs qui sont en déséquilibre de liaison avec le SNP ressortis par GWAS

constituent les marqueurs causals pour la maladie.

La cartographie fine ou fine-mapping permet de localiser, avec précision et avec une forte
puissance statistique, des marqueurs (constituant des facteurs de risque) dans des régions déja
connues comme étant associées aux MII (215). En 2017, Huang ef al. ont analysé 94 loci liés aux
MII par cartographie fine a haute résolution, chez 65 852 individus d’ascendance européenne
(essentiellement les mémes individus que la cohorte analysée par Jostins ef al.). Ils ont ressorti 45
variants, dont la mutation rs35667974 d’IFIHI (1923V) avec plus de 95% de certitude comme
étant causale pour la CU (MAF = 2,1%, OR = 1,3, Pval = 5,5 x 10"%°) (216).

Par ailleurs, une étude de séquencage d’exome ciblé a été réalisée sur des régions préalablement
associées aux MII, chez des individus d’origine européenne. L’exome fait référence a la totalité
des exons du génome, soit les parties codantes pouvant étre traduites en protéines. L’analyse a fait
ressortir deux variants d’épissage dans [FIHI, associés aux MII, soit: 1s35337543
(IFTH1*IVS8+1, Splice 1, (Spl)) (MAF = 0,9%, OR = 1,41, valeur de P (Pval) = 0,03) qui est
associé a la MC et rs35732034 (IFIH1*IVS14+1, Splice 2) (Sp2)) (MAF = 0,8%, OR = 1,44, Pval
=0,005) qui est associé a la MC et a la CU (données non publiées). Pour simplifier la lecture du

texte, la nomenclature Spl et Sp2 sera utilisée. Cette étude a ¢galement identifi€¢ un autre variant
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rare dans IFIH1,1s35744605 (E627X) (MAF = 0,5%, OR=1,47, Pval = 0,06) qui tend a tre associé
a la CU, sans que ¢a ne soit significatif. Or, les analyses a 1’échelle du phénome (phenome-wide
analyses) de DeBoever et al. ont identifi¢ I’alléle E627X (MAF = 0,7%, OR=1,47, Pval=0,001),
ainsi que I’allele Sp2 (MAF=0,67%, OR = 1,34, Pval = 0,004) comme étant significativement
associés aux MII. Dans cette ¢tude, les variants Spl et [923V n’ont pas été associés aux MII (217).
La non significativité pour certains de ces variants dans le cas de ces études pourrait étre due a la

grande rareté de ces alléles dans la population.

1.6.4.1.3 Structure de la protéine MDAS

IFIH]I est situé sur le chromosome 2, a la position 2q24.2 et posséde 16 exons. Sa protéine, MDAS,
est localisée dans le cytoplasme (218). MDAS posséde deux domaines CARD, suivi de deux
domaines hélicases séparés par le domaine helicase-insert 2 (Hel21) et enfin d’un domaine C-
terminal. MDAS reconnait I’ARN viral dans les régions C-terminal et hélicases. Les hélicases ont
une fonction catalytique avec une activit¢é ATPase (219, 220). L’hydrolyse de I’ATP permet la
formation d’un oligomére comprenant plusieurs protéines MDAS qui s’associent en long filaments
sur I’ARN viral. Cet ologomere se lie et se dissocie a I’ARN de fagon dynamique et ceci induit un
changement de conformation de MDAS, ce qui libére les domaines CARDs. Ces derniers peuvent
alors interagir avec MAVS et mener a la transcription d’IFNs (tel qu’expliqué a la section

1.3.3.1.1) (122).

1.6.4.1.4 Impacts des variants dans IFIH1 sur la structure du transcrit et de la protéine

Le SNP 1923V est une mutation faux-sens, faisant référence a une substitution d’un nucléotide.
Dans ce cas-ci, I’isoleucine est remplacée par une valine a la position 923 de la protéine, dans le
domaine C-terminal (216, 220). Cette isoleucine est conservée chez plusieurs espéces, tels que
I’humain, le cochon, le singe, la souris et la vache, mais sa fonction demeure inconnue (221). En
ce qui concerne les variants Spl et Sp2, ils entravent 1’épissage adéquat des exons. L’épissage se
définit par I’¢élimination des introns de I’ARNm, ce qui permet d’obtenir un produit final contenant
que des exons. Le variant Spl résulte en une délétion de I’exon 8, sans induire de décalage de

cadre de lecture. Ceci conduit a la perte de 39 acides aminés situés a la fin du domaine hélicase 1.
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Le variant Sp2 se caractérise par le saut de I’exon 14, ce qui est associé a un décalage du cadre de
lecture et a I’apparition d’un codon d’arrét précoce en C-terminal. Ainsi, il cause une délétion des
153 derniers acides aminés de la protéine. Enfin, la mutation E627X se définit par un changement
de nucléotide dans I’exon 10 et résulte en une protéine tronquée. La perte des 399 derniers acides
aminés induit la délétion complete du domaine C-terminal, ainsi que d’une partie du domaine
hélicase 2 et de I’ helicase-insert 2 (222). L’effet de ces variants sur la protéine est représent¢ a la

Figure 3.
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Figure 3. Impact des variants dans /FIH]1 sur la structure de la protéine.
Représentation de la protéine associée a 1’alléle wt, ainsi que des all¢les avec les variants Sp1 (délétion
dans le domaine hélicase 1), Sp2 (délétion du domaine C-terminal), 1923V (en C-terminal) et E627X
(délétion des domaines hélicase 2, helicase insert-2 et C-terminal). CARD : domaine de recrutement des
caspases, hel : hélicase, hel2i : helicase insert-2, CTD : domaine C-terminal, Wt : wild type, Sp1 :
IFIH1*IVS8+1, Sp2 : IFTH1*IVS14+1.

1.6.4.1.5 Variants dans IFIH1 en conditions expérimentales
Ces quatre variants dans [FIHI (I923V, Spl, Sp2 et E627X) ont déja été associés a d’autres

pathologies. En effet, ils représentent des facteurs protecteurs pour le diabéte de type 1, mais

augmentent la sévérité d’infections respiratoires chez les enfants (216, 222, 223).
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Quelques ¢études ont tenté de comprendre leurs effets sur ’intégrité de la protéine. De fagon
générale, ils sont associés a une perte de fonction, ainsi qu’a une diminution de sa capacité a induire
une défense antivirale (222). D’abord, Shigemoto et son équipe ont étudié 1’interaction entre
MDAS et le poly (I:C) dans des HEK293T qui surexprimaient de fagon transitoire /F/H1 wt ou les
variants E627X et 1923V. La surexpression de I’all¢le wt aurait permis a la protéine de former un
complexe avec le poly (I:C), au méme titre que la protéine recombinante avec le variant 1923V.
Ceci est intéressant, comme cette mutation est située dans le domaine C-terminal de la protéine,
suggérant alors que la mutation aurait une autre fonction que la perte de reconnaissance de I’ARN.
Les auteurs ont proposé que cette isoleucine (wt) interagisse avec des protéines régulatrices, ou
avec d’autres régions de MDAS, pour induire des changements de conformation. A 1’opposé,
aucune interaction avec le poly (I:C) n’aurait été détectée pour le variant E627X. Si la protéine
n’était pas en mesure de reconnaitre I’ARN, elle serait biologiquement inactive et ne pourrait pas
induire la production d’IFNs (221).Une ¢étude menée par Asgari et al. a fait intervenir des
HEK293T, qui surexprimaient cette fois les variants Sp1, Sp2 et E627X. La surexpression d’IFIH1
wt uniquement menerait a I’activation du promoteur d’IFN-f, mesuré par /uciferase assay. La co-
transfection d’alleéle wt avec un ou I’autre des trois variants ferait en sorte que ceux-ci interférent
avec l’allele wt pour qu’il produise moins d’IFN-. Par ailleurs, dans ce modele cellulaire, la
surexpression de 1’allele wt induirait une augmentation de I’hydrolyse de I’ATP qui serait
amplifiée suite a I’ajout du poly (I:C). A I’inverse, il n’y aurait pas d’activité ATPase avec la
surexpression des trois variants dans IFIHI1, et ce, méme apres ’ajout de poly (I:C). De plus, la
co-transfection des mutants avec 1’allele wt diminuerait 1’activit¢ ATPase, par rapport a la
surexpression du wt seul. Ainsi, 1’effet de la co-transfection sur 1’allele wt suggere que les alleles
mutants auraient un effet négatif dominant. Ceci pourrait expliquer pourquoi des patients
hétérozygotes sont a risque de complications suite a une infection respiratoire virale, au méme titre
que des individus homozygotes. Les mécanismes associés restent a étre mieux compris, mais il se
pourrait que les protéines altérées interagissent avec la forme wt, en empéchant la formation

normale de I’oligomere de MDAS en filaments (222).

De maniére intéressante, une étude menée en Russie a mis en lumiére un lien entre les variants
E627X ou 1923V et la présence d’entérovirus dans le sang, dans le contexte du diabete de type 1.

Ce dernier est une maladie auto-immune caractérisée par une destruction des cellules $ du

55



pancréas. L’¢étude a été réalisée avec 1615 patients ayant développé le diabéte de type 1 a I’enfance
ou a I’adolescence, ainsi qu’avec 1330 témoins, sans maladie complexe ou systémique. Comme
d’autres études I’ont démontré, une association est ressortie entre les variants E627X et 1923V et
I’effet protecteur pour la maladie (216, 220, 223). Aussi, des tests sanguins ont révélé une
fréquence des infections a entérovirus 3,5 fois supérieure chez les sujets atteints de diabéte de type
1 (Pval <1 x 10®). Par ailleurs, les individus ayant développé ce type de diabéte moins d’un an
avant I’expérience présentaient 2,1 fois plus fréquemment des infections a entérovirus que ceux
atteints depuis plus longtemps (220). Cette analyse souligne ainsi I’importance de considérer les
infections virales chez les patients porteurs de variants dans /FIHI, compte tenu du role de sa

protéine dans la réponse antivirale.

1.7 Association microbiote-MII

Différentes études métagénomiques ont mis en évidence une altération du microbiote intestinal
chez les patients atteints d’une MII (224, 225). Il n’est pas encore clair si celle-ci consiste en une
cause ou en une conséquence de la maladie. Les bactéries et les virus du microbiote intestinal
s’influencent mutuellement et il est suggéré qu’ils soient analysés simultanément, afin de mieux

comprendre leur rdle sur la santé et les pathologies (226).

1.7.1 Déséquilibre des bactériophages

Plusieurs analyses ont fait ressortir une augmentation du nombre, mais une plus faible diversité de
virus chez des patients atteints des MII, comparativement a des individus sains (225, 226). Par
ailleurs, il est largement admis, qu’il y a davantage de bactériophages dans des €chantillons de
selles et de muqueuse intestinale de ces patients, a ’opposé de groupes témoins (224, 227-229).
Les phages de I’ordre des Caudovirales comprenant les familles des Siphovirdae, Myoviridae et

Potoviridae seraient les plus abondants (224, 228).

L’équilibre dans la communauté de bactériophages est important a conserver pour éviter
I’apparition de pathologies (230). En effet, I’activation de prophages latents peut mener a la lyse

de bactéries commensales, a I’initiation des mécanismes inflammatoires, a la libération de
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cytokines, a I’infiltration cellulaire et a 1’apparition de Iésions tissulaires (231). Bien que les
mécanismes restent a étre mieux compris dans le cas des MII, il se pourrait que 1’expansion
spécifique des Caudovirales chez les patients soit associée a la diminution des populations
bactériennes. Les bactériophages perturberaient et modifieraient alors les composants et la
diversité¢ des communautés bactériennes au sein du microbiote, ce qui menerait a la dysbiose. Ainsi
le débalancement entre les microorganismes protecteurs ou nocifs, pourrait mener a des réponses

immunitaires anormales et promouvoir une inflammation intestinale incontrolée (225, 231).

Il semblerait qu’a court terme, les antibiotiques puissent affecter la densité et 1’efficacité des
bactériophages. Or, ’effet précis des antibiotiques sur ces derniers reste a étre mieux élucidé. De
maniere intéressante, il a été proposé que les bactériophages agissent de favorablement pour
contrecarrer le phénomene de résistance aux antibiotiques (232, 233). Compte tenu de sa capacité
a s’attaquer aux bactéries, ils constituent alors une approche intéressante pour complémenter ou
pour servir d’alternative aux antibiotiques (232). A noter que le traitement de patients infectés par
le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) avec des antirétroviraux n’aurait pas d’impact sur
la diversité et la richesse des bactériophages du microbiote intestinal, comparativement a des
patients atteints du VIH qui ne sont pas traités, ainsi qu’a des individus non infectés. D’autres
¢tudes demeurent toutefois nécessaires pour mieux comprendre 1’effet des antiviraux sur les
bactériophages (234). Enfin, les stéroides qui peuvent jouer un rdéle immunomodulateur
sembleraient avoir peu d’impact sur les bactériophages, tels que le phage phiX174, un membre de

la famille des Microviridae (235).

Une étude a mis en lumiére quelques associations entre les populations de virus et de bactéries du
microbiote, dans le cas des MII. Celle-ci a impliqué des analyses de métagénomique virale chez
des individus britanniques et américains atteints ou non d’une MII. Par exemple, chez les
Britanniques, la famille des Bacteroidaceae serait inversement corrélée avec les Caudovirales
chez les patients atteints de la MC, ce qui ne serait pas le cas chez les individus sains et ceux
souffrant de la CU. D’autres études demeureront nécessaires pour mieux comprendre la corrélation
entre ces populations. En outre, ces découvertes pourraient permettre 1’identification de nouveaux

biomarqueurs pour les MII et aider a la distinction entre la MC et la CU (231).
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Par ailleurs, des associations entre des infections virales et le diabéte de type 1 ont déja été
rapportés. Ceci est le cas pour une étude ayant impliqué la collecte mensuelle de selles d’une
cohorte pédiatrique a risque de développer le diabéte de type 1, a partir de la naissance jusqu’au
développement d’auto-immunité. De facon générale, le virome des témoins était plus diversifié
que celui des individus a risque. Aussi, il y avait un enrichissement des virus eucaryotes
Circoviridae et une plus grande diversité et richesse du bactériophage Shannon chez les témoins,
comparativement aux enfants susceptibles de développer la maladie. Ces changements dans le
virome ont précédé 1’auto-immunité chez les enfants a risque. Ils ont tous développé des auto-
anticorps dans leur sérum et certains d’entre eux ont développé le diabéte avant la publication de
’article. Ainsi, il semblerait qu'une variation du virome, y compris des bactériophages puisse
moduler les bactéries et éventuellement mener a une dysbiose bactérienne. Ces changements

seraient précurseurs a la maladie (236).

Dans la quéte de traitements potentiels pour les MII, il a été suggéré que des approches
thérapeutiques visant la reconstitution de 1’homéostasie entre les bactéries et les virus du
microbiote soient explorées (229). Dans un ordre d’idée similaire, I’administration d’un cocktail
de bactériophages a des souris transgéniques CEABAC10 colonisées par la bactérie LF82 (un
modele de souris permettant d’étudier la MC) aurait eu pour effet de diminuer la quantité
d’Escherichia coli adhérent-envahissant. Ces derniers sont anormalement prédominants dans la
muqueuse de certains patients atteints de la MC. De plus, une seule dose aurait permis d’atténuer
les symptomes de colite reliés au Dextran Sulfate de Sodium (DSS) chez ces souris (237). Une
¢tude clinique en cours fait d’ailleurs intervenir 1’administration de divers bactériophages
(EcoActive) a des patients avec la MC inactive, dans le but d’attaquer des Escherichia coli
adhérent-envahissant (238). Par ailleurs, Chehoud ef al. ont mené une étude chez trois patients
pédiatriques avec la CU. Ces derniers ont recu des transplantations de microbiote fécal provenant
d’un méme individu adulte sain (22 a 30 traitements, entre 6 a 12 semaines). L’analyse
métagénomique des échantillons du donneur et des receveurs démontre qu’une grande quantité de
phages aurait été transférée. Aussi, aucun virus pathogeéne n’aurait été détecté (239). Les trois
patients prenaient des immunosuppresseurs avant l’expérience. Ils ont eu une rémission
endoscopique et histologique d’au moins deux semaines apres la fin des transferts, et ont eu une

période de quatre semaines sans symptome (avec le retrait des immunosuppresseurs, mais en
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poursuivant la prise de 5-ASA). Cependant, ils ont éventuellement rechuté et ont dii recommencer
a prendre leurs anciens traitements (204). Il sera ainsi intéressant de mieux comprendre 1’effet des

traitements aux bactériophages sur 1’état de santé des patients atteints des MII.

1.7.2 Virus a ARN

Les études métagénomiques qui analysent le virome se font reprocher d’uniquement prendre en
compte des virus a ADN, ce qui comprend majoritairement les bactériophages, et d’ignorer les
virus @ ARN et les virus enveloppés. Or, plusieurs virus entériques pathogeénes sont des virus a
ARN (231). Pour le moment, quelques études ont fait ressortir des associations entre des virus a
ARN et les MII. Par exemple, selon Zuo ef al. la famille eucaryote Pneumoviridae serait davantage
exprimée chez les patients avec la CU, alors que la famille eucaryote Anelloviridae le serait plus
chez les non atteints (229). Une autre é¢tude menée chez des patients souffrant de la MC et de la
CU aurait fait ressortir que leur virome comprendrait plus de virus de la famille des Herpesviridae,
par rapport a des témoins (225). Les mécanismes associés demeurent cependant incompris. De
maniere intéressante, 1’infection intrapéritonéale de souris CD; avec le virus Coxsackie B (4)
(entérovirus a ARN) aurait €été associée a ’apparition de symptomes rappelant le diabete de type

1 (240).

Une autre hypothese que celle du déséquilibre des bactériophages, est que I’infection par des virus
a ARN, combinée a des prédispositions génétiques et des facteurs environnementaux pourraient
mener au développement des MII (225). Une étude impliquant I’infection par un virus a ARN de
souris présentant une altération dans une protéine associée a la MC (ATGI16L1), démontre
I’importance de considérer ce type de virus dans le cas des MII. En effet, les souris Atgl6L1"™
présentent une fonction diminuée de la protéine qui joue un rdle dans les cellules de Paneth et dans
I’autophagie (241). 1l s’agit d’un modele intéressant, puisque des patients atteints de la MC et qui
sont porteurs de ’allele a risque de ATG16L1 ont des anomalies similaires a ces souris, en ce qui
concerne les cellules de Paneth (242, 243). L’infection de ces souris par du norovirus murin
menerait a des dommages intestinaux. Par ailleurs, I’ajout de DSS dans I’eau de ces souris infectées
induirait des pathologies dans le colon, ainsi qu’un grossissement des villosités de I’iléon, ce qui

donnerait I’apparence de la MC. Les molécules TNFa et IFNy interviendraient dans ces processus,
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¢tant donné que la neutralisation de ces deux cytokines préviendrait les atteintes anormales a
I’intestin. D’ailleurs, le microbiote commensal semblerait important dans 1’apparition des effets
pathologiques, puisque le traitement des souris avec des antibiotiques a large spectre aurait
¢galement eu pour effet d’éviter la détérioration de I’intestin, suite a la présence du norovirus
(243). Malgré le fait que, dans certains cas, le norovirus entérique puisse offrir des effets
protecteurs chez 1’hote et lui éviter des blessures, de I’inflammation et des infections intestinales
bactériennes, il semblerait qu’il puisse devenir nuisible chez certains hotes vulnérables (243, 244).
Enfin, ceci témoigne que plusieurs facteurs tels que le virome, la génétique, des agents toxiques,
peuvent intervenir ensemble dans la pathologie des MII (243).

Le perfectionnement dans la découverte de virus associés aux MII pourrait permettre
I’identification de biomarqueurs pour le dépistage précoce des MIIL. De plus, ces biomarqueurs
permettraient peut-étre d’intervenir a temps pour prévenir leur apparition. Des médicaments

antiviraux spécifiques pourraient aussi étre développés, afin de traiter les patients malades.

1.8 Mode¢les cellulaires dérivés de cellules de patients

Les cellules intestinales dérivées de cellules souches pluripotentes induites humaines (hiPSCs)
permettent la modélisation des maladies intestinales. Les hiPSCs peuvent étre générées
directement a partir de cellules somatiques adultes et ont la capacité de se différencier en plusieurs
types cellulaires (245). Cette technologie permet d’obtenir des cellules possédant I’information
génétique complete d’un individu et elle est avantageuse pour les thérapies personnalisées. Elle
offre également de multiples possibilités tels que la réparation de tissus, la synthése d’organes, le
développement de médicaments, ainsi que la découverte de nouveaux biomarqueurs (246). Dans
le cadre de ce projet de maitrise, des lymphocytes B provenant de patients atteints de MII et
porteurs des variants dans /FIHI et de témoins ont ét¢ immortalisés pour produire des lignées
cellulaires lymphoblastoides (LCLs) qui ont été reprogrammées en hiPSCs. Ces derniéres ont par

la suite été différenciées en sphéroides/organoides intestinaux.
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1.8.1 Les cellules lymphoblastoides

Les LCLs sont produites in vitro, suite a I’infection de lymphocytes B provenant du sang
périphérique, avec le virus Epstein-Barr (EBV), ce qui a pour effet de les immortaliser (247). Le
génome de ’EBYV peut étre maintenu en réplicon extrachromosomique. Il est également en mesure
d’utiliser la machinerie de réplication d’ADN de la cellule pour sa propre réplication (248). La
présence d’EBV dans les LCLs est associée a I’expression de génes latents qui interviennent dans

la prolifération et la survie in vitro (247).

Les LCLs représentent un modele de choix pour I’entreposage du matériel génétique de patients,
comme elles sont en mesure de produire une grande quantité d’ADN et de biomolécules, et ce, de
facon illimitée. Elles ont un phénotype semblable aux lymphocytes B et certaines études soulignent
qu’elles peuvent activer des voies métaboliques spécifiques aux individus dont elles dérivent, ce
qui les rend pertinentes pour les études fonctionnelles et moléculaires. Toutefois, compte tenu des
modifications génétiques pouvant étre induites par le virus, il se pourrait que les LCLs aient des

fonctions biologiques distinctes des cellules d’origine (249).

Les LCLs a bas passages sont a favoriser pour des tests expérimentaux, comme elles présentent
peu de modifications du génome et une bonne stabilité (250, 251). En effet, la culture prolongée
des LCLs a été associée a I’introduction de nouvelles mutations. Celles-ci peuvent résulter en des
changements de structure et en des altérations au niveau de la méthylation de I’ADN (251-
254). Des études ont cependant rapporté une grande concordance (> 99%) en ce qui concerne la
séquence du génome de cellules B du sang périphérique et de LCLs a bas passage (moins de 20
passages), comparativement a des cellules gardées en culture plus longtemps (plus de 50 passages)

(251).

1.8.2 Les cellules souches pluripotentes induites humaines

Les hiPSCs sont des cellules reprogrammeées a partir de cellules somatiques. Elles ont le méme
potentiel de prolifération illimitée et de multidifférenciation que les cellules souches

embryonnaires (CSEs) (255). Les hiPSCs présentent un avantage, en ce qui concerne 1’éthique,
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comme elles dérivent de cellules offertes par un adulte consentant, a 1’opposé des CSEs qui
dérivent d’embryons humains. Par ailleurs, les hiPSCs peuvent provenir de patients, ce qui les rend

intéressantes pour modéliser la maladie in vitro.

Différentes méthodes existent pour reprogrammer les LCLs en hiPSCs. La reprogrammation par
vecteur €pisomal en représente une et elle se caractérise par I’introduction, dans les LCLs, de
plasmides contenant différents facteurs de reprogrammation, tels que octamer-binding
transcription factor 3/4 (OCT3/4), SRY-related HMG-box gene 2 (SOX2), Kruppel-like factor 4
(KLF4), L-Myc Proto-Oncogene Protein (L-MYC) et Lin-28 homolog A (LIN28) (256, 257). Ces
derniers induisent a leur tour I’expression de certains facteurs de transcription cellulaires, qui
permettent de coordonner I’expression de plusieurs geénes uniques aux cellules souches. Ils
permettent ainsi aux cellules de se différencier en tous les types cellulaires. Apres plusieurs jours
en culture dans des milieux de culture spécifiques a la reprogrammation, les cellules perdent les
marqueurs propres aux LCLs, afin d’exprimer des marqueurs uniques aux cellules souches. A ce
moment, les hiPSCs doivent étre caractérisées afin de valider leur pouvoir de pluripotence, ainsi

que leur capacité a former les trois feuillets embryonnaires (257).

Des variations génétiques ou €pigénétiques peuvent €tre produites de novo, lors du processus de
reprogrammation. Elles peuvent €galement s’introduire lorsque la culture est prolongée. La plupart
de ces variations n’ont pas de conséquence sur la fonction des hiPSCs. Cependant, certains variants
pourraient étre associés a un phénotype inattendu ou a la disparition de phénotypes attendus liés a
la maladie, chez les cellules différenciées. Il est alors important de veiller a ce que 1'intégrité¢ du
génome et de 1'épigénome soient maintenue, avant de les différencier en cellules somatiques (255,

257).

1.8.3 Les sphéroides/organoides intestinaux

Lors du développement d’embryons humains, trois couches germinales se forment, soient
I’endoderme, I’ectoderme et le mésoderme. Certains organes internes, tel que 1’intestin, dérivent
de I’endoderme. Ainsi, la premiére étape pour former des organoides intestinaux a partir d’hiPSCs,
est d’induire la transformation en endoderme définitif. Par la suite, 1’activation de la voie Wnt/B-

caténine et I’exposition au facteur de croissance des fibroblastes 4 (FGF4) permettent 1’expression
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de geénes signatures de I’intestin moyen et postérieur, ¢’est-a-dire, du duodénum jusqu’au colon
(258). Au cours de cette étape, les cellules peuvent proliférer et se différencier en divers types de
cellules intestinales. Elles sont cultivées avec des facteurs de croissance pro-intestinaux, dans une
goutte de Matrigel, une matrice composée de protéines gélatineuses. Les cellules se développent

alors sous forme de sphéroides tridimensionnels (259, 260).

Les sphéroides peuvent contenir les différentes CEls, sans nécessairement présenter de structure
définie. Lors d’une culture prolongée (1 a 3 mois), les sphéroides se développent en organoides.
Ces derniers sont organisés en cryptes et villosités, au méme titre que I’intestin. De plus, les CEIs
sont entourées de mésenchyme (myofibroblastes et cellules musculaires lisses), qui joue un role
de soutien, ainsi que dans le développement et 1’organisation de I’intestin (260-262).

1.8.3.1 Les sphéroides/organoides intestinaux pour I’étude des MII

Les organoides intestinaux dérivés d’hiPSCs ont plusieurs avantages par rapport aux lignées de
CEls immortalisées dérivées de cancer (ex. Caco-2, HT-29). D’abord, ils présentent des
caractéristiques in vivo de I’intestin (tel que mentionné dans la section précédente), ce qui fait en
sorte qu’ils se rapprochent plus fidélement de la physiologie humaine. Par ailleurs, les lignées de
CEIs commerciales ne reproduisent pas la diversité cellulaire de 1’épithélium intestinal, a I’opposé
des cellules dérivées d’hiPSCs qui ont la capacité de produire tous les types de CEls. De plus, ce
modele permet de retrouver la communication intercellulaire qui est retrouvée chez I’humain, tel
que la sécrétion de cytokines, qui permet la communication paracrine (261). Enfin, les cellules
cancéreuses sont connues pour présenter de 1’aneuploidie (nombre anormal de chromosomes), ce
qui constitue un désavantage important pour les ¢tudes génétiques voulant comparer différents
génotypes (263). Afin de se rapprocher de la pathophysiologie, des modeles de co-culture sont
intéressants, par exemple, avec I’interaction d’organoides et de microorganismes du microbiote
intestinal (264, 265). Enfin, ce modele cellulaire est avantageux pour mettre en valeur et mieux

comprendre les perturbations de I’intestin et I’inflammation chronique associées aux MII.
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Chapitre 2 - Hypotheses et objectifs

Les MII sont des maladies complexes qui peuvent dépendre de la génétique, ainsi que de divers
facteurs environnementaux. Quatre variants dans /F/HI (1923V, E627X, IFIH1*IVS8+1 (Spl) et
IFIH1*IVS14+1 (Sp2)) ont été associés comme €tant des facteurs de risque pour le développement
des MII. MDAS, la protéine codée par /FIH]1 joue un rdle de récepteur intracellulaire pour certains

virus a8 ARNdb.

Ces quatre variants sont protecteurs pour le diabéte de type 1, mais seraient liés a I’aggravation de
symptomes respiratoires suite a des infections virales chez de jeunes enfants. De plus, ils sont
associés a une perte de fonction de la protéine, ainsi qu’a une diminution de la capacité a induire
une réponse antivirale. Nous avons émis I’hypothése que ces variants dans /FTHI diminueraient la
réponse de défense antivirale de I’épithélium intestinal, suite a certaines infections virales, dans le
cas des MII. Dans de telles conditions, on assisterait a une plus faible production de molécules
induites par MDAS, tels que les IFNs de types I et III. Ainsi, suite a I’exposition a des virus
pathogeénes présents dans le microbiote intestinal, la barriére épithéliale intestinale pourrait étre
susceptible de perdre son étanchéité. L’épithélium intestinal altéré induirait un débalancement qui
nuirait a ’équilibre des fonctions biologiques et menerait a une réponse immunitaire inadéquate.
Ceci pourrait alors constituer un élément déclencheur pour I’inflammation chronique associée aux

MIL

A TI’aide de LCLs, ainsi que de CEIs dérivées d’hiPSCs, ayant pour origine des lymphocytes B
dérivés de patients atteints de MII et qui sont homozygote ou hétérozygotes composés pour les
différents variants dans /F/H1, ou de témoins qui ne sont pas porteurs de ces variants, nous avions

comme objectifs :

- De caractériser I’'impact des variants dans /FTH] sur la structure et le niveau d’expression
du transcrit (/FIH]I) et de la protéine (MDAS).

- De confirmer que toutes les lignées exprimaient les génes nécessaires aux mécanismes des
IFNs, au niveau basal, pour témoigner de leur capacité a induire une réponse antivirale.

- De valider la fonction de MDAS dans la défense antivirale.

- De déterminer I’impact des mutations d’/FIH1 dans la défense antivirale.



Chapitre 3 - Matériel et méthodes

* La reprogrammation des LCLs en hiPSCs, la différenciation des hiPSCs en sphéroides
intestinaux, ainsi que la caractérisation des hiPSCs (sections 3.1.3 a 3.1.5.1 et annexes) ont été

réalisées par Marie-Eve Rivard et Jean Paquette, des membres du laboratoire du Dr. Rioux.
3.1 Lignées cellulaires et milieux de culture

3.1.1 L929 et Caco-2

Les cellules L929 ont été généreusement offertes par le laboratoire du Dr Guy Lemay (Université
de Montréal). Elles ont été cultivées dans du milieu Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)
(Cedarlane) avec 5% de sérum de veau feetal décomplémenté (FBS) (Sigma), 1% de L-glutamine
(Wisent) et 100 U/mL de pénicilline/streptomycine (Wisent), ce qui constituait le milieu complet.
Les cellules Caco-2 provenaient de la compagnie ATCC et elles ont été cultivées dans du milieu
EMEM complémenté par 20% de FBS et 100 U/mL de pénicilline/streptomycine. Toutes les

cellules ont été maintenues dans un incubateur réglé a 37°C, avec 5% de CO..
3.1.2 LCLs

Les LCLs dérivées d’individus porteurs d’alleles wt ou mutants pour /FIHI (Tableau 1),
provenaient de la biobanque du National Institutes of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases
(NIDDK) du IBD Genetics Consortium (IBDGC) qui regroupe 6 centres Nord-Américains
collectant du matériel génétique, ainsi que des informations phénotypiques sur des patients atteints
de MII et d’autres individus non atteints (informations sur les patients dans le Tableau
supplémentaire 1). Le projet a été approuvé par le Comité d’éthique de la recherche et du
développement des nouvelles technologies (CERFNT) de I’Institut de Cardiologie de Montréal et

le consentement éclairé de tous les participants a été obtenu.

Les LCLs ont été cultivées dans des flacons de culture cellulaire T25 (Corning) en position

verticale, dans 15 mL de milieu RPMI 1640-GlutaMAX (Thermo Fisher) complété avec 20% de



FBS et 100 U/mL de pénicilline/streptomycine (RPMI complet). La concentration des LCLs était

maintenue entre 2x10° et 1x10° cellules/mL. Les cellules étaient incubées a 37°C, avec 5% de COx.

Tableau 1. Génotype IFIH]I des différentes lignées de LCLs provenant de la biobanque NIDDK.

Lignée NIDDK Génotype IFIH1
K89368 Sp2/E627X
K75975 Sp1/1923V
K96276 Sp2/Sp2
K74786 Sp1/Sp2
K00096 1923V/1923V
K02201 Wt
K30281 Wt
K83994 Wt
K14797 Wt
K17945 Wt

Spl : IFIHI*IVS8+1, Sp2 : IFIH1*IVS14+1, Wt : wild type.

3.1.3 Reprogrammation des LCLs en hiPSCs

La reprogrammation des 10 LCLs en hiPSCs a été basée sur le protocole de Kumar et al. (257).
Au jour 1, environ 1x10% LCLs ont été nucléofectées avec 2,5 ug de mélange, a quantité égale, de
plasmides épisomiques de la compagnie Addgene (pCE-hOCT3/4 (#41813), pCE-hSK (#41814),
pCE-hUL (#41855), et le pCE-mp53DD (#41856)) qui codent pour les facteurs de
reprogrammation OCT3/4, SOX2, KLF4, L-MYC, LIN28, ainsi que le mouse p53 carboxy-
terminal dominant-negative fragment (mouse p5S3DD) (inhibiteur d’apoptose). La nucléofection a
été faite avec le Amaxa® Human Monocyte Nucleofector® Kit (Lonza) et le Nucleofector® II
Device, selon le protocole du fabricant. Du milieu RPMI complet a été ajouté aux cellules qui ont
été incubées entre 8 a 12 heures, a 37°C et avec 5% de CO». Ensuite, elles ont été transférées dans
une plaque 6 puits recouverte de Matrigel, dans du milieu TeSR™-E7 xeno-free reprogramming
(STEMCELL Technologies). Aux jours 3 et 5, 0,5 mL de milieu TeSR™-E7 a été ajouté a chaque

puits et aux jours 7 et 9, le milieu a été remplacé par 1 mL de TeSR™-E7. Au jour 11, le milieu a
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¢été remplacé par 2 mL de TeSR™-E7. Les colonies ont commencé a apparaitre entre les jours 13
et 15, puis le milieu a été changé pour le milieu de maintien des hiPSCs, soit le mTeSR T™-1
(STEMCELL Technologies). A partir de ce moment, il a été changé quotidiennement. Aprés 20-
22 jours, les cellules ont été marquées avec un anticorps spécifique aux cellules pluripotentes, le
Tra-1-81 (Invitrogen), selon les recommandations du manufacturier. Les photos ont été prises a
I’aide du microscope Nikon Eclipse Ti-S (Figure supplémentaire 1). Quatre colonies positives pour
ce marqueur ont été collectées et les cellules ont été cultivées jusqu’au passage 5. A ce moment,
I’ADN génomique a été extrait pour valider 1’absence de I’intégration des plasmides et des clones

unicellulaires ont été formés.

L’absence d’intégration des plasmides épisomiques dans les cellules a été validée par
¢lectrophorése sur gel d’agarose de produits de réaction de polymérisation en chaine (PCR). De
plus, le potentiel de pluripotence a été démontré par PCR quantitative (qPCR), pour des facteurs
de reprogrammation (Nanog Homeobox (NANOG), SOX2 et OCT4). Aussi, les hiPSCs ont été
différenciées en feuillets embryonnaires (endoderme, mésoderme et ectoderme) a I’aide de la
trousse Human Pluripotent Stem Cell Functional Identification Kit (R&D system), selon les
instructions du manufacturier. Afin de valider la capacité des cellules a former les 3 feuillets, la
proportion de cellules positives pour des marqueurs spécifiques (OTX2 (ectoderme), Brachyury
(mésoderme), SOX17 (endoderme)) a été évaluée par immunofluorescence. Enfin, 1’absence
d’aberrations chromosomiques a été confirmée par caryotype et les variants dans /FIHI ont été
séquencés. Les méthodes et les résultats associés a la caractérisation des hiPSCs sont présentés

dans 1’annexe.

3.1.4 Différenciation des hiPSCs en endoderme définitif

Tout d’abord, une premiere différenciation permettant la formation de I’endoderme définitif a
partir des hiPSCs a ¢été faite grace au StemDiff Definitive Endoderm Differentiation Kit (SemCell
Technologies), selon le manuel du fabricant (méthode 2D). Les lignées wt K17945 et Sp2/E627X
ont été différenciés par cette méthode. Afin de valider I’efficacité de la différenciation (pour la

méthode 2D), la perte des marqueurs de pluripotence (POU Class 5 Homeobox 1 (POUSF1) et
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NANOG), ainsi que le gain des marqueurs d’endoderme (SOX17, OTX2 et C-X-C chemokine
receptor type 4 (CXCR4)) ont été analysés par qPCR (Figure supplémentaire 7).

En deuxiéme lieu, une deuxiéme différenciation permettant d’obtenir un meilleur taux de
conversion de hiPSCs en sphéroides intestinaux a été faite a partir des corps embryonnaires des
hiPSCs (méthode 3D), selon le protocole de Corning (266). Les corps embryonnaires sont
caractérisés par des amas de cellules qui constituent les trois feuillets et qui sont formés
naturellement. Les lignées wt K83994, wt K14797, wt K02201, wt K30281, Sp2/Sp2, Sp2/E627X,
Sp1/1923V, Sp1/Sp2 et 1923V/1923V ont été différenciées par cette méthode. Plus spécifiquement,
2000 cellules ont été ensemencées dans une plaque 96 puits a fonds ronds, sans adhérence (Corning
7007, VWR). 24 heures plus tard, la différenciation en endoderme définitif a été induite, selon le
méme protocole que la méthode 2D, en ajustant le volume a 100 pl par puits. Toutes les cellules
ont ét¢ maintenues dans un incubateur a 37°C et avec 5% de CO2. Nous n’avons pas analysé la
perte des marqueurs de pluripotences et les marqueurs d’endoderme pour cette différenciation, car

tous les corps embryonnaires ont été utilisés pour poursuivre la différenciation en sphéroides.

3.1.5 Différenciation de D’endoderme définitif en sphéroides/organoides

intestinaux

Basé sur le protocole de Tamminen et al. (259), I’endoderme définitif a été différencié en cellules
de I’intestin moyen et postérieur (pour les protocoles 2D et 3D). Brievement, la méthode fait
intervenir la signalisation de la voie Wnt/pB-caténine et I’exposition au FGF4, qui permettent

I’expression de genes signatures de I’intestin.

Les cellules ont été cultivées pendant 9 jours dans une plaque 12 puits (Corning #35-3043)
(protocole 2D) ou 9 jours dans une plaque 96 puits (protocole 3D), afin d’obtenir des sphéroides
qui ont ensuite ét¢ transférés dans une goutte de Matrigel alimentée par 500 pl (protocole 2D) ou
100 pul (protocole 3D) de milieu de croissance intestinal (IGM), tel que décrit dans Takahashi et
al. (267). Ce milieu était remplacé aux 2-3 jours, pendant 14 jours. Les cellules ont par la suite été
passées dix fois (protocole 2D) ou trois fois (protocole 3D) dans une aiguille 26G (Insulin seringes
BD329652, VWR) et maintenues dans du milieu de culture organoide humain (HOCM) (tiré¢ du

méme article) (267). Les sphéroides ont une capacité¢ d’autorenouvelement et aprés quelques
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semaines en culture, ils contiennent les principaux types de cellules intestinales spécialisées. Ces

différentes étapes sont illustrées a la Figure 4 (268).

™
Ry
hiPSCs Endoderme Cellules de Sphéroide Organoide
définitif I'intestin 3D intestinal
humain moyen/postérieur humain

Figure 4. Les différentes étapes de différenciation pour obtenir des organoides intestinaux humains, a
partir d’hiPSCs.
Les hiPSCs sont reprogrammés en endoderme définif humain, puis différenciées en cellules de I’intestin
moyen/postérieur. Ces derniéres forment éventuellement des sphéroides tridimensionnels, puis des
organoides intestinaux. hiPSCs : human induced Pluripotent Stem Cells. Adaptée de Wells et al. (268).

3.1.5.1 Dissociation des sphéroides et culture en monocouche

Afin de faciliter les tests expérimentaux, les sphéroides ont été dissociés pour former des
monocouches de CEls. Celles-ci ont été cultivées sur des chambres Transwell PTFE collagen
coated (Corning) ou dans des plaques multipuits (Corning (24 puits), VWR (12 puits)). Le
collagene de type 1 (Millipore) dilué a une concentration de 10 pg/ml dans du PBS pH 7,2 a été
ajouté aux puits des plaques multipuits, afin de recouvrir leur surface, suivi d’une incubation de
10-30 minutes a température ambiante. Tel que décrit dans 1’article de Takahashi et al. (267), les
sphéroides ont été dissociés suite a 10 passages dans une aiguille 29G (Insulin syringes CA10799-
006, VWR) suivi d’une centrifugation de 5 minutes a 450 xg. Pour les chambres Transwell, 1-
2x10° cellules ont été resuspendues dans 100 uL de milieu HOCM, avant qu’elles soient ajoutées
sur la membrane de la chambre Transwell, du c6té apical. Pour les plaques 12 puits et 24 puits,
6x10° cellules et 3x10° cellules étaient ajoutés par puits, respectivement. Le milieu de culture

(HOCM) était remplacé aux 2-4 jours.
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3.2 Mesure de la résistance électrique transépithéliale

Les CEls ont été¢ cultivées pendant une vingtaine de jours sur les chambres Transwell, afin
d’obtenir un épithélium étanche et polarisé. La TEER a été mesurée avec 1’appareil Epithelial
Voltohmmeter (EVOM?) (World Precision Instruments), 2 fois par semaine au début des cultures,
puis aux 2 jours (a partir du moment ou les cellules étaient plus confluentes et que le milieu HOCM
s’épuisait plus rapidement et devenait plus acide (2 ce moment, le rouge phénol devenait jaunatre)).
La résistance () a été multipliée par la surface de la chambre Transwell pour obtenir une valeur
de résistance (Qecm?). Lorsque la valeur de TEER était stable pour 3 lectures consécutives,

I’épithélium intestinal pouvait étre infecté par ’EMCV.

3.3 Production et titrage ’EMCV

Pour la propagation du virus, 4x10° cellules L929 ont été ensemencées dans un Pétris 10 cm. Elles
ont d’abord été lavées 1 fois au DPBS (Thermo Fisher), avant d’étre infectées par 'EMCV (M-
variant) (VR-1479, ATCC) avec une multiplicité d’infection (MOI) de 5, ce qui représente le
nombre d’unités de virus par cellule. Le virus a été dilué¢ dans du EMEM avec 1% de L-glutamine.
Les cellules ont été incubées avec le virus 1 heure a 37°C, puis 5 mL de milieu complet a été
ajouté. Aprés 24 heures, le Pétris a été directement congelé a -80°C et a subi 3 cycles de

congélation-décongélation, avant d’effectuer la titration.

Le virus a été titré par la technique DICT50 (dose infectieuse 50% en culture de tissus). Pour
chaque puits d’une plaque 96 puits (Cell-BIND, Corning), 30 000 cellules L1929 ont été
ensemenceées, puis 24 heures plus tard, des dilutions en séries (1:10) faites a partir de la production
de virus, commengant a 107 et allant jusqu’a 10 ont été préparées dans du milieu EMEM avec
1% L-glutamine. 50 pul de ces dilutions ont été ajoutés aux cellules (n=12 puits par dilution). Les
cellules ont été incubées a 37°C pendant 7 jours, ce qui a permis d’observer au microscope un effet
cytopathique pour tous les puits infectés. Afin de faciliter la visualisation des cellules lysées, elles
ont été fixées avec du paraformaldéhyde 4% (Fisher) pendant 1 heure a température picce, puis les

cellules vivantes ont été colorées par du bleu de méthyléne 1% avec 90% de méthanol et 10% de
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NacCl 1.5M (offert par le laboratoire du Dr Guy Lemay, Université de Montréal) pendant 1 heure.
Chaque puits a ensuite été lavé a I’eau 3 fois et la plaque a séché pendant la nuit. Du HC1 0,1 N a
été ajouté, facilitant la visualisation des puits contenant des cellules lysées (puits d’une couleur
plus pales, car sous sa forme réduite, le bleu de méthyléne devient incolore, alors que sous sa forme
oxydée, il est bleu). Pour déterminer le titre, il faut d’abord identifier les deux dilutions qui
chevauchent le point ou il y a 50% des cellules lysées (dégénérescence) dans le puits. Ensuite le
pourcentage de puits avec de la dégénérescence pour ces deux dilutions identifiées doit Etre

déterminé. Ces pourcentages permettent alors de calculer :

% dégénérescence a la dilution causant

- 50%
plus de 50% de dégénérescence
% dégénérescence a la dilution causant - % dégénérescence a la dilution causant
plus de 50% de dégénérescence moins de 50% de dégénérescence

Comme le titre correspond au DICT50/mL, la valeur obtenue par le calcul ci-haut doit étre
multipliée par le facteur permettant de la rapporter sur 1 mL (ex. s’il y a 50 pl de dilution par puits,
il faut multiplier par 20). Basé sur une loi de Poisson, ce résultat est ensuite ajouté a I’inverse de
la dilution qui représente un pourcentage supérieur a 50% de dégénérescence, ce qui donne le titre
final. Par exemple, si le résultat du calcul est de 0,4 et que la dilution a considérer est de 107, le

titre serait 10%* DICT50/mL.

3.4 Infection avec PEMCV

Pour I’infection des LCLs, 1 million de cellules a été centrifugé (244 xg, 5 minutes) dans des tubes
1,5 mL. Les surnageants ont été jetés et les culots de cellules ont été lavés une fois au DPBS
calcium, magnésium (Thermo Fisher). Ces derniers ont par la suite été resuspendus dans du virus
dilué dans le DPBS calcium, magnésium (MOI de 1). Ceux-ci ont ét€ incubés a 37°C et ont été
remués a chaque 15 minutes, pendant 1 heure. Par la suite, une centrifugation de 5 minutes a 244
xg a permis d’obtenir les culots de cellules qui ont été lavés 3 fois avec du DPBS calcium,

magnésium. Les cellules infectées ont été transférées dans les flacons de culture cellulaire T25 et
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maintenues dans leur milieu de culture habituel pendant 24 heures, avant d’étre récoltées dans 200

pL de RLT (pour extraction d’ARN).

Les monocouches de CEIs dérivées d’hiPSCs et les Caco-2 ont été infectés dans des plaques 24
puits (sur plastique) (confluence 95-100%). Les cellules ont été rincées au DPBS calcium,
magnésium, puis ’EMCYV a été ajouté (MOI de 1 ou 5 pour les CEls, MOI de 2 pour les Caco-2),
et incubées pendant 1 heure a 37°C. Ensuite, les cellules ont été lavées 1 fois avec du DPBS
calcium, magnésium (pour les CEls) et au DPBS (pour les Caco-2), avant d’étre cultivées dans le
milieu complet respectif des cellules, pendant 24 heures. Les cellules ont été collectées dans 300

puL de TRizol et congelées a -80°C (pour I’extraction d’ARN).

Les CEls dérivées d’hiPSCs formant un épithélium étanche sur chambre Transwel et ayant une
TEER stable ont d’abord été rincées avec du DPBS calcium, magnésium. Ensuite, "EMCV (MOI
de 5) a été ajouté du coté apical de la chambre, alors que du milieu HOCM sans hormone a été
ajouté du coté basal. Les cellules ont ét¢ incubées avec le virus pendant 1 heure a 37°C, puis elles
ont subi 1 lavage avec DPBS calcium, magnésium avant que du milieu HOCM complet soit ajouté
du coté apical et basal. A 24 heures, les cellules ont été collectées avec 200 pL de TRizol

(Invitrogen), et congelés a -80°C (pour I’extraction d’ARN).

3.5 Nucléofection / Transfection avec le poly (I:C)

En ce qui concerne les LCLs, 1,5 ng de poly (1:C) HMW Vaccigrade (InvivoGen, Vac-Pic) a été
ajouté a 1x10° de cellules par nucléofection. Ceci a été fait avec le Amaxa® Human Monocyte
Nucleofector® Kit (Lonza) et le Nucleofector® II Device, selon le protocole du manufacturier. Les
LCLs ont ét¢ incubées 1 heure et demie avec le poly (I:C), avant la lyse des cellules pour la collecte

d’ARN.

Les monocouches de CEls dérivées d’hiPSCs cultivées dans des plaques 24 puits (confluence

d’environ 70%) ont été soumises a une transfection transitoire avec 1 ug poly (I:C), 2,5 pL de
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Lipofectamine 2000 Transfection Reagent (Thermo Fisher) et 22,5 uL. d’Opti-MEM (Thermo

Fisher), pendant 1 heure 30, 3 heures ou 6 heures, en suivant les recommandations du fabricant.

3.6 Extraction et dosage d'ARN

La lyse des CACO-2 et des LCLs pour I’extraction d’ARN a ét¢é faite avec 200 puL de tampon RLT
contenant 10% de P-mercaptoéthanol (Invitrogen), puis le lysat a ét¢ homogénéisé dans une
colonne QIlAshredder (Qiagen) et centrifugé a 21 000 xg pendant 15 secondes. L'extraction d'ARN
s’est fait graice au RNeasy Mini Kit (Qiagen), selon le protocole du manufacturier. L’étape du
protocole incluant normalement 1’ajout de 700 pL. de RW1 a été remplacée par I’ajout de 350 puL
de RW1, suivi d’une centrifugation de 15 secondes a 21 000 xg, puis d’une incubation de 15
minutes avec 30U de DNase (Qiagen), a température ambiante. Par la suite, 350 uL. de RW1 a été
ajouté sur la membrane puis la colonne a été centrifugée (15 secondes a 21 000 xg). Enfin, le reste du

protocole s’est effectué selon les recommandations du fabricant.

La lyse des CEls dérivées d’hiPSCs a été faite avec 200 ou 300 pL TRIzol additionné de
chloroforme (Sigma) (1:5), suivi d’une incubation de 5 minutes a température picce et d’une
centrifugation de 12 000 xg, a 4°C, pendant 15 minutes. La phase supérieure aqueuse a été
transférée dans un nouveau tube et un volume égal d’éthanol 70% a été ajouté. Le mélange a été
transféré dans une colonne RNeasy MiniElute spin column du RNeasy Micro Kit (Qiagen), puis

I’extraction d’ARN s’est effectuée selon le protocole du manufacturier.

Enfin, la concentration d’ARN et la pureté (absorbance 260/280) ont ét€ mesurées avec I’appareil

Nanodrop2000 (Thermo Fisher). L’ARN a été conservé a -80°C.

3.7 Transcription inverse

La transcription inverse s'est effectuée a partir de 1 pg d'ARN et de la trousse High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher) et ’appareil Eppendorf MasterCycler 5345 EP
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Gradient PCR Thermal Cycler, selon les recommandations du fabricant. L'ADNCc a été conservé a

-20°C.

3.8 PCR quantitative (QPCR)

Le qPCR a été fait a partir de 2 ng d'ADNc, ainsi que 10 uM d’amorces sens et 10 uM d’amorces

anti-sens. L'ADNc a été amplifi¢ avec le réactif PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo

Fisher). L'amplification a été générée et controlée par I’appareil Quant Studio Real-Time PCR et

le logiciel associé V1.3. Le programme utilisé correspondait a 2 minutes a 50°C, 2 minutes a 90°C,

suivi de 40 cycles de 15 secondes a 95 °C, 30 secondes a 55°C et 1 minute a 72°C, puis finalement

15 secondes a 95 °C, 1 minute a 55 °C et 15 secondes a 95 °C. Les données d’expressions relatives

ont ¢été normalisées par rapport a un geéne rapporteur, HPRT (hypoxanthine-guanine

phosphoribosyltransférase). Les amorces utilisées sont représentées dans le Tableau 2.

Tableau 2. Liste des amorces de qPCR.
Géne Espece Amorces Séquence 5' - 3'
HPRT-01-sens TGG CGT CGT GAT TAG TGA TG
HPRTI H. sapiens
HPRT-01-anti CAG AGG GCT ACA ATG TGA TGG
EMCV-2A-2B-sens AAT GCC CAC TAC GCT GGT
EMCV 24/2B | H. sapiens
EMCV-2A-2B-antisens GTC GTT CGG CAG TAG GGT
FH1 IFNBI ATT CTA ACT GCA ACCTTT CG
IFN-§ H. sapiens
RH1 IFNB1 GTT GTA GCT CAT GGA AAG AG
FH1 IFIH1 GAT TAA GTG GTG ATA CCC AAC
IFIH]I H. sapiens
RH1 IFIH1 GTC TGA CAA TTG AAC ACC AG
Hum-qPCR-CDX2-01 sens GGA ACCTGT GCG AGT GGA T
CDX2 H. sapiens
Hum-qPCR-CDX2-02 antisens TCC GTG TAC ACCACT CGATATT
FH1 VIM GGA AACTAA TCT GGA TTC ACT C
VIM H. sapiens
FH1 VIM TCC GTG TAC ACC ACT CGATATT
FH1 LYZ AGC TAC AAA CTA CAATGC TG
LYZ H. sapiens
RH1 LYZ TCC GTG TAC ACC ACT CGATATT
CHGA H. sapiens FH1 CHGA GAA TAA AGG GGA TAC CGA GG
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RH1 _CHGA TCC GTG TAC ACC ACT CGATATT
FH1 _ALPI ATC TCA TGG GCC TCT TTG
ALPI H. sapiens
RH1 ALPI TCC GTG TAC ACCACT CGATATT
FH1 MUC2 GAT TCG AAG TGA AGA GCA AG
MuUC2 H. sapiens
RH1 _MUC2 TCC GTG TAC ACC ACT CGATATT
FH1 SI ATA GAC ACC TAT GAA AGA GACC
S1 H. sapiens
RHI1 _SI TCC GTG TAC ACC ACT CGATATT
FH3 VIL1 CAT TAC CTG CTC TAC GTT TG
VIL H. sapiens
RH3 VIL1 TCC GTG TAC ACC ACT CGATATT
FH1 DDXS58 GGT ATA GAGTTA CAG GCATTT C
RIG-1 H. sapiens
RH1 _DDX58 TCC GTG TAC ACCACT CGATATT
FH1 TLR3 AGA TTC AAG GTA CAT CAT GC
TLR3 H. sapiens
RH1 TLR3 TCC GTG TAC ACCACT CGATATT
FH1 IFNARI1 CAG TTG AAA ATG AACTACCTCC
IFNAR H. sapiens
RH1 IFNARI ACT TGA AAG GTC ATG TTT GC
IL29-ACC# NM_172140.2
B CTC ACG CGA GACCTC AAATA
FWD Set 3
1L29 H. sapiens
IL29-ACC# NM_172140.2
TAA GGA AGG AGT AGG GCT CA
REV Set 3
FH1 IL10RB CTC CCG AAA ATGTCA GAA TG
ILI0ORB H. sapiens
RH1 IL10RB TAA CTT AGG TAC TGA GCT GTG
FH3 ADAMO9 CTC TGA AAT GTG GAG TTT CC
ADAMY H. sapiens
RH3 ADAM9 TTC TTC GAA GTA GCT GAG TC

3.9 PCR et migration de I’ADN sur gel d’agarose

Les PCR ont été réalisées avec 1 ug d’ADNc obtenu des LCLs et des CElIs, les amorces décrites

dans le Tableau 3, ainsi que la trousse HotStarTaq Plus DNA Polymease (Qiagen), selon les

recommandations du fabricant. L’ADNc a été amplifié avec I’appareil Eppendorf MasterCycler

5345 EP Gradient PCR Thermal Cycler et le programme suivant : 5 minutes a 95°C, suivi de 35

cycles comprenant 30 secondes a 94°C, 30 secondes a 55°C et 1 minute 30 secondes a 72°C, puis

finalement 10 minutes a 72°C. Les produits PCR ont migré dans un gel d’agarose 2% (GelRed
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Nucleic Acid Gel Stain 10 000X (VWR), 100 mL de tampon Tris-Acétate EDTA (TAE) (0,2M
Tris base (Fisher), 0,1M d’acide acétique glacial (VWR), 0,005M EDTA (BD Biosciences),
complété avec de 1’eau)), pendant 2 heures, a 100V et dans le tampon TAE. Les séquences d’ADN
amplifiées ont été révélées aux UV, avec I’appareil Universal Hood II, Gel Doc System (Bio-Rad).

Tableau 3. Liste des amorces de PCR.

Géne Espéce Amorces Séquence S' - 3'
IFIH]1 (exons 6- H Hum-PCR-IFIH1-exons6-10-sens-01 ATG GAG AAG ATG CTG GTG TTC
10) sapiens Hum-PCR-IFIH1-exons6-10-anti-01 CAT CACCACCCT CATCACTATC
IFIH]I (exons H Hum-PCR-IFIH1-exons12-16-sens-01 TAC CAC AGT GGC AGA AGA AG
12-16) sapiens | Hum-PCR-IFIH1-exons12-16-anti-01 GTC AAG ATT GGG AAA TGT GAT AGG

3.10 Extraction et dosage de protéines

Les protéines ont été extraites dans 250 puL de tampon d’analyse de radioimmunoprécipitation
(RIPA) (150 mM de sodium chloride (Fisher), 1% de Triton x-100 (Sigma), 0,5% de sodium
déoxycholate (Sigma), 0,1% de sodium dodécyle sulfate (Sigma) et 50 mM de Tris pH 8),
additionné de 10 pg/mL de Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Fisher).
Le lysat cellulaire a été transféré dans un tube et centrifugé 20 minutes a 20 000 xg, a 4°C. Le
surnageant contenant les protéines a été conservé a -80°C. Le dosage protéique s’est effectué a
partir de la trousse Pierce™ BSA Proteins Assay Kit (Thermo Fisher), selon les instructions
fournies par le fabricant. L’absorbance, a une longueur d’onde de 562 nm, a été mesurée par

spectrophotométrie avec l'appareil Synergy 2 (BioTek) et le logiciel Gen5.1.11.

3.11 Immunobuvardage de type Western et révélation

Les échantillons de protéines ont été dilués dans du tampon Laemmeli 4X (Bio-Rad) contenant
2,5% de B-mercaptoéthanol, puis dénaturées a 95°C pendant 5 minutes. Les protéines ont migré
dans le gel de concentration, puis dans un gel de séparation (6%) a 30 mA/gel, pendant 2 heures
et demie, dans un tampon de migration (1,5 mM Tris-Cl a pH 8,8). Les protéines ont ensuite été

transférées sur une membrane de nitrocellulose ayant une porosité de 0,2 um (BioRad) et dans un
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tampon de transfert (25 mM Tris-CL 225 mM glycine et 20% méthanol), a 25V pendant 12 heures.
La membrane a été bloquée dans une solution a base de TBS (#ris buffer saline 100 mM Tris-Cl a
pH 7,5 et 150 mM NaCl), avec 0,1% Tween-20 et 10% de lait écrémé en poudre, pendant 30
minutes. Les protéines totales ont ensuite été colorées par du rouge Ponceau. La membrane a été
incubée avec les anticorps primaires dilués dans du tampon de blocage, a 4°C pendant 12 heures
et sous agitation constante. Ces anticorps ciblaient la partie N-terminale de la protéine MDAS
(IFIHI/MDAS5 Antibody, ProteinTech, #21775-1-AP, 1 :1500), ainsi que la protéine Elongation
Factor 2 (Anti-EF2, Cell Signaling Technology, #23328S, 1:2500), utilisée comme contrdle de
chargement. La membrane a été lavée 10 minutes avec la solution TBS et 0,1% Tween-20 (TBS-
T), puis incubée avec un anticorps anti-lapin (Anti-Rabbit IgG (H+L), HRPO, goat IgG, Cedarlane,
CLCC42007, 1 :5000), pendant 2 heures a température piece. La membrane a été lavée 3 fois 10
minutes avec le TBS-T, puis rincée a I’eau, avant d’étre révélée par luminescence avec la trousse
Western Lightening Plus-ECL (PerkinElmer), selon les instructions du fabricant, ainsi que les

pellicules Kodak BioMaxLightfilm (Sigma) et le développeur Economax XRAY Film Processor.
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Chapitre 4 - Résultats

4.1 Expression génique et protéique des différents alleles d’IFIH]I
dans les LCLs

En premier lieu, nous avons voulu valider le génotype des différentes lignées de LCLs et
caractériser 1I’impact des variants génétiques (Spl, Sp2, 1923V et E627X) sur la structure du
transcrit (/F/H]1) et de la protéine (MDA)S).

Les variants d’épissage (Spl (IFIHI*IVS8+1) et Sp2 (IFIH1*IVS14+1)) pour les LCLs ont été
mis en évidence par la migration sur gel d’agarose (Figure 5A et 5B) des produits d’amplification
(RT-PCR) de régions contenant les exons 6-19 ou 12-16 d’IFIH1, respectivement. Le variant Sp1
se trouve a la position +1 du site donneur d’épissage dans 1’intron 8, conduisant a un saut de 1’exon
8. La dé¢létion ne modifie pas le cadre de lecture et conduit & une suppression dans le premier
domaine hélicase. Le variant Sp2 se trouve a la position +1 du site donneur d’épissage dans I’intron
14, menant a la délétion de I’exon 14. Ce variant conduit a la troncation du domaine C-terminal.
Le variant E627X est tres peu visible sur le gel, pour la lignée Sp2/E627X (Figure 5B), suggérant
qu’il affecte la stabilité de ’ARNm. Les bandes supplémentaires qui apparaissent pour les lignées
Sp1/1923V et Sp1/Sp2 (Figure 5A) et Sp1/Sp2 (Figure 5B) sont probablement des hétéroduplexes.
Ceux-ci seraient causés par I’hybridation des produits PCR de séquences similaires, mais de

longueurs différentes, provenant des alleles mutants avec des délétions.

L’effet des différents variants dans /F/HI sur ’expression protéique des LCLs a été mis en
évidence par immunobuvardage de type Western (Figure 5C). Les différents alleles présentent les
poids moléculaires attendus, a 1’exception du variant E627X qui n’apparait pas sur la membrane
(poids moléculaire attendu a 68 kDa). Par ailleurs, certains variants, tel que le Sp1 présentent un
niveau de protéine inférieur. Une expression plus faible ou absente de la protéine pourrait étre due

a une instabilité de celle-ci.
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Figure 5. Impact des variants rares d’/FIH] sur la structure du transcrit (IFIH1) et de la protéine
(MDAS5) dans les LCLs d’individus homozygotes ou hétérozygotes composés.

(A) Représentation du variant Spl (IFIH1*IVS8+1) associé a la délétion de I’exon 8, avec 1’amplification
des exons 6 2 10 de ’ADNc d’/FIH], par PCR (LCLs). (B) Identification du variant Sp2 (IFIH1*IVS14+1)
caractérisé par la délétion de I’exon 14, avec 1’amplification des exons 12 a 16 de I’ADNc¢ d’/FIH]I, par
PCR (LCLs). (A et B) Les contrdles négatifs (ctrls -) comprennent les réactifs de la PCR mélangés a de
I’eau, sans ADNc. (C) Les protéines ont été extraites des différentes lignées de LCLs et MDAS a été révélé
par immunobuvardage de type Western. EF2 a été utilis¢ comme contrdle de chargement. Wt : wild type,
Spl : IFIH1*IVS8+1, Sp2 : IFIH1*IVS14+1, pb : paires de bases, kDa : kilodalton.

4.2 Profil d’expression de génes associés aux mécanismes des IFNs

dans les LCLs

Etant donné que MDAS5 intervient dans les mécanismes de défense antivirale, nous avons voulu
tester I’impact des génotypes sur celle-ci. Tout d’abord, avant d’induire une réponse antivirale
dans les LCLs, nous avons voulu nous assurer qu’elles exprimaient les geénes /FIHI, RIG-I, TLR3
et IFNAR, qui sont associés aux mécanismes des IFNs (tel que décrit a la section 1.3.3). Ces
derniers ont été analysés par qPCR (Figure 6). IIs sont en effet tous exprimés pour les différentes

lignées, signifiant qu’elles possedent un bagage similaire pour induire ce mécanisme.
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Figure 6.  Profil d’expression de génes associés aux mécanismes des IFNs, dans les LCLs porteurs de
variants rares d’IFIHI.

Analyse par qPCR des genes IFIHI (A), RIG-I (B), TLR3 (C) et IFNAR (D) pour ’ADNc de toutes les
lignées de LCLs. Les valeurs de quantité ont été rapportées sur HPRT, n=1. Wt: wild type, Spl :
IFIH1*IVS8+1, Sp2 : IFIH1*IVS14+1.

4.3 Induction de la réponse antivirale avec le poly (I:C) dans les LCLs

Afin d’induire la réponse antivirale pour nos différentes lignées de LCLs, nous les avons stimulées
avec du poly (I:C) de haut poids moléculaire, une molécule d’ARNdb synthétique pouvant activer
spécifiquement MDAS. Ainsi, les LCLs ont été nucléofectées avec 1,5 pg de poly (I:C), pendant
1 heure 30, puis I’expression génique d’/FN-f (IFN de type I) a été mesurée par qPCR (Figure 7).
L’ajout du poly (I:C) est associ¢ a une forte induction d’/FN-f, comparativement a la condition
sans traitement. De plus, la lignée wt K02201 présente une plus forte expression d’/FN-p,
comparativement aux lignées avec les variants Sp2/E627X, Sp2/Sp2 et Spl1/Sp2 (p < 0,05). La
lignée Wt K30281 exprime significativement plus d’/FN-f que la lignée Sp1/Sp2 (p < 0,05). En
ce qui concerne les deux lignées avec ’allele 1923V (Sp1/1923V et 1923V/1923V), elles tendraient
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a induire moins I’JFN-f que les lignées contrdles (/FIHI wt), mais les différences ne sont pas
significatives. Il s’agit des résultats auxquels nous nous attendrions. En effet, il est connu que la
mutation 1923V (un seul changement d’acide aminé) est associée a la conservation d’une plus
grande activité résiduelle de la protéine, comparativement aux mutants E627X, Sp1 et Sp2 qui sont

associés a des délétions de la protéine (220, 222).
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Figure 7.  Effet du poly (I:C) sur ’expression génique d’/FN-# dans les LCLs porteurs de variants rares
d’IFIH].

Les LCLs ont été nucléofectées avec 1,5 pg de poly (I:C) pendant 1 heure 30 et I’expression génique
(ADNc) d’IFN-f a été mesurée par qPCR. Les valeurs de quantité relative sont rapportées sur HPRT.
Moyenne géométrique + SEM, n=1 pour les LCLs sans traitement et n=2 pour les LCLs traitées au poly
(I:C). Les valeurs de p ont été obtenues par un test d’analyse de variance univariée (ANOVA) avec une
correction pour variances inégales (erreurs standard Huber-White). Les étoiles représentent une différence
significative entre les lignées (* : p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001). Wt: wild type, Spl :
IFIH1*IVS8+1, Sp2 : IFIH1*IVS14+1.
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4.4 Production ’EMCYV et titrage

Le poly (I:C) présente certains inconvénients, compte tenu de la faible stabilit¢ de I’ARNdb qui
peut affecter la longueur de la molécule et ainsi induire de la variabilité entre les études (voir
section 1.3.3.1.1) (136, 137). L’EMCYV est un virus couramment utilisé dans les études analysant
MDAS et constitue une avenue intéressante pour étudier I’effet de nos différents génotypes (173).
Avant de pouvoir infecter les cellules, nous avons produit une grande quantité de ce virus dans des
cellules L929. Cette production a par la suite été titrée par la méthode DICTS0, tel que décrit a la
section 3.3. Le titre obtenu est de 2x10” DICT50/mL (Figure 8). La capacité d’infection des virus
de notre production a ét¢ comparée a celle de PTEMCV obtenu de la compagnie ATCC. Plus
précisément, les cellules Caco-2 ont été infectées avec ces deux sources ’EMCV (MOI de 2)
pendant 24 heures, puis 1’expression génique d’EMCV 24/2B, (représentant ’ARN codant les
protéines 2A et 2B de 'TEMCV), d’IFN-f et d’IFIH]I a été mesurée par qPCR (Figure 9). L’EMCV
2A/2B a été mesurée en plus grande quantité pour les cellules infectées avec PTEMCV d’ATCC,
comparativement a celles infectées avec notre production. Or, I’expression d’/FN-f et d’IFIH]
varie de fagon proportionnelle a ’EMCV 2A4/2B, pour notre production d’EMCYV et pour 'EMCV
d’ATCC, suggérant que les deux sources d’EMCV contiennent des particules virales infectieuses.
I1 est possible que le titre de ’EMCV de la nouvelle production ait été surestimé, ce qui ferait en
sorte que la concentration de virus ajoutée représenterait une MOI inférieure a 2. Il est également
possible que le titre de ’EMCV d’ATCC soit sous-estimé. En effet, nous avons procédé¢ au titrage
de P’EMCV d’ATCC et nous avons obtenu un titre supérieur (4,28x10"7 DICT50/mL) au titre
donné par la compagnie (1,36 *10"7 DICT50/mL). Cette différence peut étre due au fait que la
compagnie a procédé¢ au titrage par une méthode différente de la notre (par plaque-forming unit),
ainsi que par des variabilités techniques. Si nous avions calculé la quantité de virus (ATCC) a
ajouter pour avoir une MOI de 2 selon le titre mesuré par la méthode DICTS50, nous aurions mis
un moins grand volume de virus sur les cellules et aurions peut-étre pu obtenir des niveaux

d’infections similaires a notre nouvelle production.
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Figure 8.  Titrage de la production d’EMCYV par la méthode DICT50.

Des cellules 1.929 ont été infectées avec le virus dilué en série (facteur 10). Le contrdle négatif (ctrl -) fait
référence aux cellules avec le milieu dans lequel a été produit le virus, mais sans virus. Les cellules ont été
fixées et colorées au bleu de méthyléne, 6 jours post-infection. Les puits pales représentent les puits ou il y
a eu de la lyse cellulaire, ce qui est associé a I’infection.
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Figure 9. Evaluation de la capacité d’infection de la nouvelle production d’EMCY, comparativement a
PEMCY de la compagnie ATCC.

Des cellules Caco-2 ont été infectées avec I’EMCV nouvellement produit et ’EMCV obtenu de la
compagnie ATCC (MOI de 2), pendant 24 heures. Les contrdles négatifs (ctrls -) font référence aux cellules
avec du milieu dans lequel a été produit le virus uniquement. L’expression d’ARNm d’EMCV 24/2B (A),
d’IFN-$ (B) et d’IFIHI (C), a été quantifiée par qPCR. Les données d’expression ont été rapportées sur
HPRT. Moyenne géométrique = erreur standard de la moyenne (SEM), n=2.
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4.5 Efficacité d’infection dans les LCLs et les CEIs dérivées d’hiPSCs

Nous avons tenté d’infecter les LCLs, mais 1’infection était trés peu détectable (trés peu d’ARN
EMCYV 2A/2B mesuré), comparativement a 1’infection des Caco-2. Ainsi, nous avons décidé de
comparer la réponse a ’EMCYV entre les LCLs et les CEIs dérivées d’hiPSCs, un modele avec
lequel nous avions déja prévu travailler. Ainsi, I’infection de la LCL (wt K02201) avec '’EMCV
(MOI de 1) a été associée a une plus faible expression génique de 'EMCV 2A4/2B et d’IFN-p,
comparativement a la lignée de CEIs dérivées d’hiPSCs (wt K17945) infectée avec la méme MOI
(Figure 10A et 10B). Le mécanisme d’adsorption de ’EMCV (comment il entre dans la cellule),
reste a etre mieux compris. Or, il est connu que la protéine ADAMO joue un role important dans
ce processus (269). L’ARNm d’ADAM9 a été mesuré par qPCR pour la LCL (wt K02201), ainsi
que pour la lignée de CEIs (wt K17945) non infectée ou infectée (Figure 10C). Il s est avéré plus
fortement exprimé dans la lignée de CEls, comparativement a la LCL. Par ailleurs, la faible
expression d’ADAM9 dans la LCL est généralisée pour 1’ensemble des LCLs (Figure 10D). A la
lumicre de ces résultats, nous avons choisi de poursuivre 1’étude de 1’impact des variants rares

d’IFIH] sur la réponse antivirale dans le modele de CEIs dérivées d”hiPSCs.
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Figure 10. Infection avec PEMCYV (MOI de 1) de LCLs ou de CEIs (IFIHI wt).

La LCLs (wt K02201) et la lignée de CEIs dérivées d’hiPSCs (wt K17945) ont été infectées avec ’EMCV
(MOI de 1), puis les niveaux d’expression en ARN de ’EMCV 24/2B (A), de I’/FN-f (B) et d’ADAMY9 (C)
ont été mesurés par qPCR. Les niveaux d’expression génique d’4DAM9 pour toutes les LCLs et la lignée
de CEIs wt K17945 non stimulée ont été comparés par qPCR (D). Les contrdles font référence aux cellules
avec du milieu dans lequel a été produit le virus, mais sans virus. Les valeurs de quantité ont été rapportées
sur HPRT, n=1. Wt : wild type, Spl : [IFIH1*IVS8+1, Sp2 : IFIH1*IVS14+1.
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4.6 Expression génique et protéique des différents alleles d’IFIH]I

dans les sphéroides dérivés d’hiPSCs

Avant d’aller plus loin avec les CEls dérivées d’hiPSCs, nous avons d’abord voulu valider que les
sphéroides intestinaux exprimaient les bons génotypes, en plus de caractériser I’impact des variants
sur la structure du transcrit (/FIH1) et de la protéine (MDAS). Tel que cela a été fait pour les LCLs
(section 4.1), nous avons réalis¢ des RT-PCR pour identifier les variants d’épissages et un

immunobuvardage de type Western pour les protéines des différents all¢les.

Au méme titre que pour les LCLs, les variants d’épissage (Spl (IFIH1*IVS8+1) et Sp2
(IFIH1*IVS14+1)) pour les sphéroides intestinaux dérivés d’hiPSCs ont également été mis en
¢vidence sur gel d’agarose (Figure 11A et 11B). Le variant E627X n’est pas visible a la Figure
11B pour la lignée Sp2/E627X. Celui-ci était trés peu visible pour les LCLs (Figure 5B), soulignant
le fait que ce variant soit associ¢ a de I’instabilit¢é de I’ARNm. Les bandes supplémentaires
apparaissant pour les lignées Sp1/1923V et Sp1/Sp2 (Figure 11A) et Sp1/Sp2 (Figure 11B) qui

¢taient également observées pour les LCLs, sont probablement des hétéroduplexes.

L’effet de variants dans /FIHI sur I’expression protéique pour certaines lignées de sphéroides
intestinaux a été mis en évidence par immunobuvardage de type Western (Figure 11C). Au méme
titre que pour les LCLs, les poids moléculaires attendus ont été obtenus pour les différents variants,
a ’exception du variant E627X qui est absent et qui serait attendu a 68 kDa, soulignant encore une

fois que la stabilité de la protéine associée a cet allele soit affectée.
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Figure 11. Validation de la structure génique et protéique d’/FIH1/MDAS pour les sphéroides
intestinaux dérivés d’hiPSCs.

L’ARN total des sphéroides intestinaux obtenus a partir des porteurs homozygotes ou hétérozygotes
composés pour des variants rares d’/FIH]I ou de témoins (/[FIHI wt) a été extrait, puis ’ADNc a été amplifié
par PCR pour faire ressortir les variants Spl et Sp2. (A) Représentation du variant Spl (IFIH1*IVS8+1)
associ¢ a la délétion de I’exon 8, avec I’amplification par PCR des exons 6 a 10. (B) Identification du variant
Sp2 (IFIH1*IVS14+1) caractérisé par la délétion de 1I’exon 14, avec I’amplification par PCR des exons 12
a 16. Les controles négatifs (ctrls -) comprennent les réactifs du PCR, sans ADNc. (C) Les protéines ont
¢été extraites des différentes lignées de sphéroides intestinaux et MDAS a été révélé par immunobuvardage
de type Western. EF2 a été utilisé comme contrdle de chargement. Wt : wild type, Spl : IFIHI*IVS8+1,
Sp2 : IFIH1*IVS14+1, pb : paires de bases, kDa : kilodalton.

4.7 Composition cellulaire et structurale des sphéroides intestinaux

dérivés d’hiPSCs

Apres avoir validé les génotypes, nous avons voulu valider que tous les sphéroides dérivés
d’hiPSCs étaient composés de cellules intestinales. Ainsi, des marqueurs spécifiques a la
composition cellulaire et a la structure de 1’intestin ont été mesurés par qPCR et ce, pour les
protocoles 2D (Figure 12) et 3D (Figure 13) (protocoles décrits a la section 3.1.5). Le marqueur
Caudal-Type Homeobox Protein 2 (CDX2) représente les CEls et plus spécifiquement, le
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lysozyme (LYZ), les cellules de Paneth, la chromagranine A (CHGA), les cellules entéro-
endocrines, 1’Alkaline Phosphatase Intestinal (ALPI), les entérocytes et mucine 2 (MUC2), les
cellules caliciformes. Enfin, la vimentine (VIM) est un indicateur de mésenchyme (joue un réle de
support, ainsi que dans la prolifération des tissus intestinaux), la sucrase isomaltase (SI) représente
les bordures en brosse et la villine (VIL) est spécifique aux microvillosités. Les sphéroides
découlant de ces deux protocoles présentent effectivement ces marqueurs intestinaux (Figures 12
et 13). Pour le protocole 3D, la lignée wt K30281 exprime la majorité de ces geénes plus faiblement
que les autres lignées, laissant présager qu’elle est moins bien différenciée que les autres lignées.
Or, il ne s’agit que de résultats préliminaires, avec un N de 1, ne permettant pas une conclusion

robuste.
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Figure 12.  Profil d’expression de génes témoignant de la composition cellulaire et structurale des
sphéroides intestinaux dérivés d’hiPSCs (protocole 2D).

Analyse par qPCR de I’expression génique (ADNc) de CDX2, VIM, LiZ, CHGA, ALPI, MUC?2, SI et VIL,
pour les sphéroides intestinaux dérivés d’hiPSCs (protocole 2D). Les valeurs de quantité ont été rapportées
sur HPRT, n=1. Wt : wild type, Sp2 : [FIH1*IVS14+1.
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Figure 13.  Profil d’expression de génes témoignant de la composition cellulaire et structurale des
sphéroides intestinaux dérivés d’hiPSCs (protocole 3D).

Analyse par qPCR de I’expression génique (ADNc) de CDX2, VIM, LIZ, CHGA, ALPI, MUC2, SI et VIL,
pour les sphéroides intestinaux dérivés d’hiPSCs (protocole 3D). Les valeurs de quantité ont été rapportées
sur HPRT, n=1. Wt : wild type, Spl : IFIH1*IVS8+1, Sp2 : IFIH1*IVS14+1.
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4.8 Profil d’expression de génes associés aux mécanismes des IFNs

dans les sphéroides intestinaux dérivés d’hiPSCs

Avant de stimuler MDAS pour étudier la réponse antivirale dans nos sphéroides intestinaux dérivés
d’hiPSCs, nous avons voulu valider qu’ils étaient tous en mesure d’exprimer des geénes associés
aux mécanismes des IFNs. Ainsi, nous avons mesuré¢ 1’expression des genes [FIHI, RIG-1, TLR3,
IFNAR, IL10RB et ADAM?Y par qPCR, pour les protocoles 2D (Figure 14) et 3D (Figure 15). Ces
derniers sont effectivement exprimés pour toutes les lignées et les deux protocoles, signifiant que

tous les sphéroides posseédent les molécules nécessaires a 1’induction du mécanisme des IFNs.
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Figure 14. Profil d’expression de génes associés aux mécanismes des IFNs, pour les sphéroides
intestinaux dérivés d’hiPSCs (protocole 2D).

Analyse par qPCR de I’expression génique (ADNc) d’/FIHI, RIG-I, TLR3, IFNAR, ILIORB et ADAM9

(protocole 2D). Les valeurs de quantité ont été rapportées sur HPRT, n=1. Wt: wild type, Sp2:
IFTH1*IVS14-+1.
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Figure 15. Profil d’expression de génes associés aux mécanismes des IFNs, pour les sphéroides

intestinaux dérivés d’hiPSCs (protocole 3D).

Analyse par qPCR de I’expression génique (ADNc) d’IFIHI, RIG-I, TLR3, IFNAR, ILIORB et ADAM9
(protocole 3D). Les valeurs de quantité ont été rapportées sur HPRT, n=1. Wt: wild type, Spl:
IFIH1*IVS8+1, Sp2 : IFIH1*IVS14+1.
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4.9 Induction de la réponse antivirale avec le poly (I:C) dans les CEIs

dérivées d’hiPSCs

Dans I’objectif de déterminer les meilleures conditions pour obtenir une réponse antivirale
optimale par transfection des CEls dérivées d’hiPSCs avec le poly (I:C), les temps 1 heure 30, 3
heures et 6 heures ont été testés avec la lignée wt K17945 (Figure 16). L’IFN-f et 'IL29 (IFN de
type III) ont ét€ mesurés par qPCR, et ceux-ci augmentaient proportionnellement avec le temps de
transfection (poly (I:C) avec lipofectamine). Pour la condition poly (I:C) sans lipofectamine, les
IFNs sont peu exprimés. Lorsque la lipofectamine n’est pas ajoutée, le poly (I:C) demeure a
I’extérieur de la cellule et peut interagir avec des récepteurs extracellulaires (TLR3 par exemple).
Tel que décrit a la section 1.3.3.1.3, TLR3 peut mener a la production d’IFNs, au méme titre que
les RLRs. En ce qui concerne les ISGs mesurés (IFITM1 et IFIHI), ceux-ci s’averent davantage
transcrits a 6 heures, pour le poly (I:C) tant avec que sans lipofectamine. En effet, les autres temps
ne semblent pas avoir d’effet notable sur la production d’ISGs. A noter qu’a 6 heures, le poly (I:C)
sans lipofectamine induit, de facon 1égérement moins forte qu’avec la lipofectamine, 1’expression
d’IFITM1 et &’IFIH]I. 11 se pourrait qu’un mécanisme ne passant pas par les IFNs et qui nous est
inconnu induisent la production d’ISGs pour la conditions poly IC sans lipofectamine. La
transfection de 6 heures a alors été retenue pour tester le poly (I:C) sur les lignées wt K17945 et
mutante Sp2/E627X (Figure 17). Pour cette expérience, tel qu’attendu, la transfection a induit une
plus grande expression d’/FN-f et d’IL29 pour la lignée wt comparativement a la lignée

Sp2/E627X, suggérant ainsi que les variants nuisent a la réponse antivirale dans les CEls.
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Figure 16. Evaluation de la réponse au poly (I:C) au cours du temps, des CEIs dérivées d’hiPSCs.

La lignée wt K17945 (CEIs dérivées d’hiPSCs) a été transfectée avec 1 ug de poly (I:C) pendant 1 heure
30, 3 heures et 6 heures. L’expression en ARNm d’IFN-f (A), d’IL29 (B), &’IFITMI (C) et d’IFIHI (D) a
été évaluée par qPCR. Les controles négatifs (ctrls -) comprennent I’ajout de la lipofectamine sur les
cellules, sans poly (I:C). Les valeurs de quantité ont été rapportées sur HPRT, n=1. Lipof. : poly (I:C) avec
lipofectamine, Sans lipof. : poly (I:C) sans lipofectamine.
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Figure 17. Evaluation de la réponse au poly (I:C) pour les CEIs dérivées d’hiPSCs avec les génotypes wt
K17945 et Sp2/E627X.

Les lignées wt K17945 et Sp2/E627X ont été transfectées avec 1 ug de poly (I:C) pendant 6 heures.
L’expression génique d’IFN-f (A) et d’IL29 (B) a été évaluée par qPCR. Les contrdles négatifs
comprennent 1’ajout de la lipofectamine sur les cellules, sans poly (I :C). Les valeurs de quantité ont été
rapportées sur HPRT. Moyenne géométrique + erreur standard de la moyenne (SEM), n=2 pour le contrdle
négatif et la condition poly (I :C) avec lipofectamine (wt), et n=1 pour la condition sans lipofectamine (wt)
et pour la lignée Sp2/E627X. Ctrl - : contrdle négatif, Lipof. : poly (I:C) avec lipofectamine, Sans lipof. :
poly (I:C) sans lipofectamine, wt : wild type, Sp2 : IFIHI*IVS14+1.

4.10 Induction de la réponse antivirale avec PEMCYV dans les CEls
dérivées d’hiPSCs
Compte tenu du fait que le poly (I:C) ne constitue pas I’approche idéale pour étudier MDAS et que
I’EMCYV est connu pour étre spécifique a cette protéine, nous avons poursuivi avec ce virus pour
mieux comprendre la réponse antivirale associée. Les lignées wt K17945 et Sp2/E627X sous forme
de monocouches de CEls obtenues par le protocole 2D ont d’abord été infectées avec ’EMCV
pendant 24 heures sur chambres Transwell (Figure 18 A,B,C). L’efficacit¢ d’infection a été
¢valuée par la mesure d’ARN viral (EMCV 2A4/2B) qui s’est révélée supérieure pour la lignée
mutante (environ 9 fois plus) comparée a la lignée wt. Les CEIs mutantes expriment davantage
d’IFN-f (environ 5 fois plus) et une quantité similaire d’/L29, en comparaison avec les cellules
wt. Cette expression d’IFNs serait inattendue, mais si nous corrigeons ces résultats par rapport au

niveau d’infection, la lignée mutante exprime moins d’IFNs que la lignée wt.

96



Les mémes conditions d’infection avec ’EMCYV ont été reproduites sur ces cellules ensemencées
sur plastique. Cette fois, 1’efficacité d’infection €tait supérieure pour la lignée wt, en comparaison
avec la lignée mutante (environ 2,5 fois plus d’EMCV 2A/2B) (Figure 18 D,E,F). L’IFN-f serait
cependant 4,3 fois supérieur et /’/L29 10 fois supérieur pour la lignée wt. Ainsi, en corrigeant pour
les niveaux d’infection, la lignée wt exprime davantage d’IFNs, au méme titre que I’expérience

précédente.

Afin de valider ces résultats, d’autres lignées de CElIs, soit wt K30281 et Sp2/Sp2, obtenues par le
protocole 3D ont également été infectées avec ’EMCV, sur chambres Transwell. La transcription
d’IFNs (IFN-p et IL29) était supérieure pour la lignée wt que pour la lignée mutante et il y avait
plus d’ARN viral mesuré pour la lignée mutante (Figure 18 G,H,I). Ces résultats sont cohérents
avec les deux autres infections, soulignant le fait que les lignées wt induisent davantage d’IFNs
que les lignées mutantes. Il sera toutefois important de répéter ces infections sur ces lignées, ainsi

que sur les autres lignées, afin d’appuyer ces résultats.
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Figure 18. Evaluation de la réponse 2a PEMCYV pour les CEIs dérivées d’hiPSCs.

Les CElIs dérivées d’hiPSCs ont été infectées avec ’EMCV (MOI de 5) pendant 24 heures. L’expression
génique de 'EMCV 24/2B, de 'IFN-f et de I’1L29 a été mesurée par qPCR, pour les lignées wt K17945 et
Sp2/E627X (protocole 2D) sur chambres Transwell (A, B, C), pour les lignées wt K17945 et Sp2/E627X
(protocole 2D) sur plastique (D, E, F) et pour les lignées wt K30281et Sp2/E627X (protocole 3D) sur
chambres Transwell (G, H, I). Les contréles négatifs (ctrl -) correspondent au milieu dans lequel a été
produit le virus, mais sans virus. Les valeurs de quantit¢é ont été rapportées sur HPRT. Moyenne
géométrique + erreur standard de la moyenne (SEM), n=2 pour A, B, C, D, E, F et n=1 pour G, H, [. Wt:

wild type, Sp2 : IFTIH1*IVS14+1.
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Chapitre S - Discussion

IFIH] et ses variants associés aux MII

Des études génétiques ont permis d’identifier quatre variants rares (rs35337543 (Spl), rs35732034
(Sp2), 1s35667974 (1923V), 135744605 (E627X)) dans le géne [FIHI qui représentent des
facteurs de risque pour les MII. Ceux-ci ont déja été associés a d’autres pathologies, tels que le
diabete de type 1 pour lequel ils constituent des facteurs protecteurs, ainsi qu’a des complications
suite a des infections respiratoires. De facon générale, ces variants diminuent la fonction de la
protéine (MDAYS), et réduisent ainsi la réponse antivirale associée aux IFNs. Pour les étudier dans
le contexte des MIL, nous avons d’abord travaillé avec des LCLs dérivées de patients homozygotes
ou hétérozygotes composés pour ces alleles. Ces cellules ont par la suite été reprogrammées en
hiPSCs et différenciées en sphéroides intestinaux. Des tests de stimulations avec le poly (I:C), une
molécule d’ARNdDb synthétique, et d’infections avec ’EMCYV (un virus spécifique a MDAS) ont
été réalisés avec les LCLs et des monocouches de CEls obtenues a partir des sphéroides
intestinaux. De fagon générale, pour ces deux modeles cellulaires, la production d’IFNs, suite a la
stimulation avec ces agents, s’est révélée moins prononcée pour les lignées exprimant les variants

d’IFIH1, comparativement aux lignées controles (/FIHI wt).

Validation/caractérisation des variants pour I’expression génique et protéique dans les

LCLs et les sphéroides intestinaux

Une méta-analyse regroupant 15 GWAS a révélé I’existence de pres de 200 loci associés aux MII
(211). Plus précisément, des études de reséquencage ont permis I’identification d’un variant rare
1s35667974 d’IFIHI (1923V) comme ¢étant associ¢ aux MII (216). De plus, une étude de
séquencage d’exome ciblé a fait ressortir deux variants d’épissage dans /FIH1, associés aux MII,
soit : 1$35337543 (IFIH1*IVS8+1, Spl), qui est associé¢ a la MC et rs35732034 (IFIH1*IVS14+1,
Sp2), qui est associé a la MC et a la CU (données non publiées). Cette étude a également identifié
un autre variant rare rs35744605 (E627X) qui tendait a étre associ¢ a la CU, sans que cela ne soit

significatif. Or, il peut étre difficile de faire ressortir des différences significatives, lorsque des



variants sont trés rares dans la population. Les analyses a I’échelle du phénome (phenome-wide
analyses) de DeBoever et al. ont quant a elles identifi¢ 1’alléle E627X comme étant

significativement associé aux MII (217).

Des LCLs de la biobanque NIDDK du IBDGC qui provenaient d’individus homozygotes ou
hétérozygotes composés pour les variants d’/FITH1 ont été sélectionnées pour cette étude. Plus
précisément, ces lignées contenaient les alleles d’/FIHI Sp2/E627X, Spl1/1923V, Sp2/Sp2,
Sp1/Sp2 et Sp2/Sp2 ou wt/wt (témoins). De maniére intéressante, les patients porteurs des alleles
Sp1/Sp2 et Sp2/Sp2 ont regu le diagnostic de la MC a I’enfance (9 ans et 12 ans respectivement),
comparativement aux patients porteurs des autres génotypes qui ont eu le diagnostic lorsqu’ils
¢taient de jeunes adultes (Sp2/E627X : CU a 28 ans, Sp1/1923V : MC a 23 ans, 1923V/1923V MC
a 23 ans). Il est connu que les enfants ayant un diagnostic de MII développent des phénotypes
différents comparativement aux adolescents et aux adultes (270). De plus, une apparition précoce
des MII est associée a une extension de la maladie et a un pronostic plus sévére qu’une

manifestation tardive (184).

Les variants d’épissages (Sp1 et Sp2) ont d’abord été mis en lumiere avec la migration de produits
RT-PCR pour les LCLs (Figure 5A,B). Le variant Sp1 (IFIHI*IVS8+1, Spl) est associ¢ a une
délétion de I’exon 8 (perte de 117 pb), alors que le variant Sp2 (IFIH1*IVS14+1, Sp2) cause la
délétion de I’exon 14 (perte de 191 pb). A la Figure 5B, le variant E627X n’apparait pratiquement
pas, suggérant qu’il favorise la dégradation de I’ARNm. Un mécanisme pouvant étre associé a
I’instabilité¢ de I’ARNm est la dégradation des ARNm non-sens (NMD). Ceci permet de controler
la qualité de ’ARNm, entre autres, en induisant la détérioration d’ARNm présentant un codon
d’arrét prématuré, ce qui évite I’apparition d’une protéine tronquée (271). Ainsi, compte tenu du
fait que ce variant induit une protéine tronquée, il se pourrait que le NMD intervienne dans la
dégradation d’ARNm. Ce phénoméne pourrait également intervenir pour le variant Sp2 qui cause
aussi un codon d’arrét prématuré. Enfin, pour les lignées comprenant les variants Spl et/ou Sp2,
des bandes supplémentaires apparaissent (pour tous les gels). Celles-ci sont probablement des
hétéroduplexes causés par I’hybridation, lors de I’amplification PCR, des deux all¢les de longueurs

différentes, mais possédant des séquences similaires et ayant des extrémités identiques. Ceci forme
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généralement un produit en ADN qui posséde des pb incompatibles et une structure secondaire
imprévisible en son centre, ce qui affecte la migration sur le gel (272, 273).

Par ailleurs, dans les LCLs, les protéines des lignées mutantes, ainsi que des lignées contrdles avec
IFIHI wt ont été mises en évidence par immunobuvardage de type Western (Figure 5C). Le poids
moléculaire attendu pour les différents all¢les a ét€ obtenu, a I’exception de 1’allele E627X pour
lequel aucune bande n’est apparue. A noter que le laboratoire du Dre Kate Jeffrey du
Massachussetts General Hospital (Harvard Medical School), avec qui nous travaillons en
collaboration, est parvenu a révélé ce variant par immunobuvardage de type Western, dans le
contexte ou des HEK293T le surexprimant étaient stimulés avec du poly (I:C). Ce dernier était
cependant moins fortement exprimé que pour la surexpression de 1’alléle wt (données non
publiées). L’absence ou la faible expression d’all¢les mutants pourraient étre expliquées par une
plus faible présence d’ARNm qui serait dégradé et/ou une diminution de la stabilité de la protéine.
En effet, Asgari et al., ont testé la stabilité de MDAS par méthode de pulse-chase, ou des HEK293T
surexprimaient les variants Sp1, Sp2 et E627X. La stabilité de la protéine était diminuée pour les
cellules surexprimant ces trois variants, comparativement aux cellules surexprimant IFIHI wt
(222). Par ailleurs, Downes et al. ont développé un protocole de coloration intracellulaire pour
détecter MDAS par cytométrie en flux multicolore, ce qui leur a permis de quantifier la protéine
dans des sous-ensembles de PBMCs. La quantit¢ de MDAS endogéne mesurée s’est avérée
inférieure pour trois individus hétérozygotes porteurs de [Dallele E627X (E627X/Wt),
comparativement a des témoins, qui ne sont pas porteurs d’un alle¢le rare d’/FIH1(274). Ainsi,
malgré le fait que I’un des deux alléles des PBMCs dérivées de I’individu comprenait un allele wt,
I’expression totale de MDAS était diminuée, témoignant de I’impact des variants sur la stabilité de
la protéine. La stabilité de MDAS avec le variant 1923V n’aurait pas été étudiée, mais il se pourrait
qu’il ait un moins grand impact sur celle-ci, comparativement aux autres variants. En effet, les
mutations Spl, SP2 et E627X causent des délétions dans la protéine, alors que la mutation 1923V
est caractérisée par un seul changement d’acide aminé. Il se pourrait, par exemple, qu’elle affecte

la liaison avec un régulateur de sa protéine, plutdt que la stabilité de celle-ci.
Les LCLs ont été reprogrammées en hiPSCs, puis le génotype a été validé par le séquengage de

I’ADN génomique, pour toutes les lignées (Figure supplémentaire 4). Ces derniéres ont par la suite

été différenciées en sphéroides intestinaux. L’effet des variants sur la structure du transcrit (Figure
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11A,B) et sur la protéine (Figure 11C) a alors été validé pour ces sphéroides, tel qu’il avait été fait
pour les LCLs. Les patrons d’expression se sont révélés similaires a ceux exprimés pour les LCLs,
a la fois pour les transcrits et pour les protéines (Figure 5B,C). Le variant E627X était
completement absent du gel identifiant le variant Sp2 (Figure 11B), ainsi que de la membrane
d’immunobuvardage de type Western, renforcant le fait qu’il nuise a la stabilité de I’ARNm et/ou

de la protéine.

Réponse des LCLs au poly (I:C)

Quelques ¢études ont déja testé I’effet des variants Spl, Sp2, E627X et 1923V suite a des
stimulations avec le poly (I:C). Par exemple, la transfection avec du poly (I:C) de PBMCs obtenues
d’individus porteurs des alleles wt d’/FIH] (témoins) a été associée a une plus grande expression
d’IFN-f (IFN de type I), comparativement a des individus porteurs des variant 1923V ou E627X
(220). Par ailleurs, une autre étude a démontré que la surexpression des variants Spl, Sp2 ou
E627X dans des HEK293T n’induisait pas d’activité ATPase détectable lorsque les cellules étaient
stimulées avec le poly (I:C), comparativement a la surexpression d’/FIH1 wt, soulignant I’impact
de la mutation sur cette derniere (222). En effet, I’activité¢ ATPase est importante pour la formation
d’un oligomeére de MDAS sur I’ARNdb, ainsi que pour le changement de conformation de la
protéine permettant la libération des domaines CARDs qui peuvent alors activer MAVS (tel que
décrit a la 1.6.4.2.3). Ainsi, une activit¢ ATPase diminuée ou absente serait associée a une
activation diminuée ou inexistante de la protéine MAVS qui meéne normalement a la cascade

moléculaire associée a la production d’IFNs (122).

Dans le cadre de ce projet, nous avons voulu tester I’effet du poly (I:C) sur ces variants exprimés
de fagon endogéne, d’abord pour les LCLs dérivées de patients atteints des MII. A noter que toutes
les lignées de LCLs (wt et mutantes) exprimaient des geénes associés aux mécanismes des [FNs
(IFIHI, IFNAR, TLR3, etc.), selon un profil similaire, avant d’€tre stimulées. Ainsi, elles

possédaient les mémes molécules au niveau basal, pour induire ces mécanismes (Figure 6).

La nucléofection des LCLs avec du poly (I:C) de haut poids moléculaire a induit une expression

d’IFN-p inférieure pour les différentes lignées mutantes, comparativement aux lignées wt (Figure
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7). Cette différence d’expression d’/FN-f dans les LCLs stimulées est en effet significativement
différente pour les lignées Sp1/Sp2, Sp2/Sp2 et Sp2/E627X, comparativement a [’une des deux ou
aux deux lignées wt. Les variants E627X, Sp2 et Sp1 sont associés a des délétions dans la protéine.
Ainsi, nous nous attendrions a une différence plus prononcée entre les lignées comprenant ces trois
variants et lignées wt, plutdt qu’entres les lignées comprenant le variant 1923V (un seul
changement d’acide aminé) et les wt. La différence aurait effectivement tendance a étre moins
prononcée (non significative), pour les lignées Sp1/1923V et 1923V/1923V, en comparaison aux

deux lignées wt. Ces résultats sont cohérents avec la littérature.

Bien que le poly (I:C) soit largement utilisé pour étudier I’activité de MDAS, certaines limitations
telle que la difficulté a reproduire des réponses similaires, probablement due au manque de stabilité
de ’ARNdb, y sont associées (voir section 1.3.3.1.1). Nous avons donc voulu tester I’impact des
génotypes sur I’induction d’/FNs dans des conditions plus physiologiques. Ainsi, nous avons
infecté ces cellules avec ’EMCV, un virus pathologique transmit chez les animaux par la route
fécale-orale et qui est couramment testé dans des études impliquant MDAS (173). L’inhibition de

la production d’IFN-B a entre autres été rapportée pour des MEFs de souris IFIHI™" (131).

Expression d’ADAM9 pour les infections avec PEMCV

Nous avons d’abord tenté d’infecter les LCLs wt avec ’EMCV, mais nous obtenions une faible
efficacité d’infection. Or, bien que les mécanismes d’adsorption de ’EMCYV restent inconnus a ce
jour, la protéine ADAMY semble y jouer un role essentiel (269). L’ARNm d’ADAM9 a alors été
mesuré dans les LCLs et s’est avéré tres peu exprimé (Figure 10C), expliquant possiblement la
faible efficacité d’infection. A I’opposé, celui-ci était fortement exprimé dans des CEIs dérivées
d’hiPSCs (Figure 10C), ce qui suggérait qu’il s’agissait d’un meilleur modéle pour les infections
avec ’EMCV. En effet, I’infection des LCLs et des CEIs dérivées d’hiPSCs avec de ’EMCV
(MOI de 1) a révélé que les CEIs exprimaient davantage d’ARN EMCV 24/2B et d’IFN-/ que les
LCLs (Figure 10 A,B). Nous avons finalement décidé de ne pas infecter les différentes lignées de
LCLs, jugeant que I’efficacité d’infection n’aurait pas été suffisante pour permettre une analyse

rigoureuse des résultats entre les différents génotypes. Nous avons alors choisi de continuer a
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travailler avec les CEIs dérivées d’hiPSCs afin d’étudier I’impact des variants dans /FIH] sur les

mécanismes associés aux [FNs.

Validation/caractérisation sphéroides intestinaux

Avant de tester la fonction de MDAS dans les CEIs dérivées d’hiPCs, le modéle a été caractérisé.
Ainsi, pour les sphéroides, 1’identité intestinale a été confirmée par 1’analyse de différents
marqueurs propres a I’intestin (QPCR), et ce, pour les différenciations associées aux protocoles 2D
(Figure 12) et 3D (Figure 13). L’expression du gene CDX2 pour toutes les lignées des 2 protocoles
témoigne de la présence de CEIs pour ces derniéres. Plus spécifiquement, les marqueurs pour
différents types de CEls, soit ALPI (entérocytes), MUC2 (cellules caliciformes), CHGA (cellules
entéro-endocrines) et LYZ (cellules de Paneth) étaient présents pour toutes les lignées des deux
protocoles. Enfin, toutes les lignées semblaient présenter du mésenchyme (VIM), un élément
intervenant dans le soutien des CEIs (275). Par ailleurs, ces cellules exprimaient différents genes
associés aux mécanismes des IFNs (ex. IFNAR, IFNLRB, IFIHI, etc.) de fagcon similaire, nous
assurant que les cellules exprimaient les génes de base pour répondre au poly (I:C) ou a 'EMCV

(Figures 14 et 15).

Réponse des CEIs dérivées d’hiPSCs au poly (I:C)

Afin de déterminer un temps optimal pour transfecter les CEls dérivées d’hiPSCs avec le poly
(I:C), nous avons testé les temps 1 heure 30, 3 heures et 6 heures (Figure 16). Le temps de 6 heures
a été retenu, étant donné qu’il y avait une transcription marquée d 'IFN- et d’IL29 (IFN de type
IIT). Comparativement aux autres moments, il y avait également une plus forte présence d’ISGs

(IFITM1 et IFIHI), comparativement au controle.

Fait intéressant, a 6 heures, lorsque du poly (I:C) était ajouté aux cellules sans lipofectamine, donc
qu’il ne rentrait pas a I’intérieur de la cellule, la production d’/FN-f et d’IL29 était faible (Figure
16). A I’opposé, elle était plus élevée pour les ISGs (IFIHI et IFITM]), sans étre aussi importante
que la condition avec lipofectamine. De fagon générale, le poly (I:C) est reconnu pour activer

TLR3, MDAS et RIG-1. MDAS serait plus spécifiquement activé par le poly (I:C) de haut poids
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moléculaire et RIG-I, de plus petit poids moléculaire (134, 135). RIG-1 et MDAS sont des protéines
intracellulaires et dans le cas des cellules épithéliales, TLR3 est extra et intracellulaire (152, 276).
L’ajout de poly (I:C) sur les cellules sans lipofectamine, pourrait donc activer TLR3, qui pourrait
a son tour induire la production d’IFNs (tel que décrit a la section 1.3.3.1.3). TLR3 ou une autre
protéine menerait peut-étre a la production d’ISGs, sans passer par la production d’IFNs, via un
mécanisme qui nous est inconnu. Afin d’explorer cette hypothéese, il pourrait étre intéressant de
neutraliser TLR3 extracellulaire avec un anticorps pour inhiber I’activation de ce dernier par le
poly (I:C) (sans lipofectamine). Par ailleurs, il pourrait étre intéressant de neutraliser les récepteurs
des IFNs de type I et III, afin de mesurer plus directement la production d’IFN-f et d’IFN-A et
d’éviter la production d’ISGs qui comprennent entre autres les protéines IFN- et MDAS (106).
Enfin, puisque I’effet du poly (I:C) extracellulaire sur les niveaux d’IFNs semble peu affecté a 6
heures, en contraste avec les ISGs ou il semble y avoir une réponse, les expériences subséquentes

(avec différents génotypes) ont visé les IFNs.

Les lignées wt K17945 et Sp2/E627X de CElIs ont alors été transfectées pendant 6 heures avec le
poly (I:C). Une plus grande production d’/FN-f et d’IL29 pour la lignée wt, comparativement a la
lignée mutante a été ressortie (Figure 17). Ceci correspond aux résultats auxquels nous nous
serions attendus, ils sont en effet compatibles avec les résultats pour les LCLs nucléofectées

(Figure 7), ainsi qu’avec la littérature (220, 222).

Réponse des CEIs dérivées d’hiPSCs a PEMCV

Dans une premicére série d’expériences, nous avons compar¢ la réponse a I’infection avec ’EMCV
pendant 24 heures, entre une lignée de CEls hétérozygote composée pour les mutations dans /FIH]
(Sp2/E627X) et une lignée contrdle sans ces mutations (wt K17945). Ces expériences ont été
effectuées sur des monocouches de CEls, permettant ainsi d’obtenir des cellules polarisées et
organisées et de se rapprocher de la physiologie de I’intestin (277). Dans la premiére expérience
(Figure 18A,B,C), les cellules mutantes présentaient une plus grande transcription d’/FN-f
(environ 5 fois plus) et une quantité similaire d’/L29, comparativement aux cellules wt. L’analyse
de la quantité de virus faite via la mesure d’EMCV 24/2B a révélé qu’elle était largement

supérieure dans la lignée mutante, a I’opposé de la lignée wt (environ 9 fois plus). Ainsi,
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relativement au niveau d’infection, la lignée Sp2/E627X présentait une plus faible transcription

d’IFN-p, ce qui était d’autant plus prononcé pour I’expression d’/L29.

Nous avons alors répété ces infections sur ces mémes lignées ensemencées sur plastique (Figure
18D,E,F). Cette fois, il y avait davantage d’IFNs transcrits pour la lignée wt, a I’opposé de la lignée
mutante. Il y avait environ 2,5 fois plus de virus mesurés (EMCV 2A/2B) pour la lignée wt,
comparativement a la lignée mutante. Toutefois, I’/FN-f était 4,3 fois supérieur et /’IL29 était 10
fois supérieur pour la lignée wt. Ainsi, relativement au niveau d’infection, la production d’IFNs
était supérieure pour la lignée wt, en comparaison avec la lignée mutante, ce qui valide les résultats

de I’expérience précédente.

Enfin, pour déterminer si nos observations étaient maintenues avec un autre génotype dans les
CEIs dérivées d’hiPSCs, nous avons étudié une lignée homozygote pour le mutant Sp2, en
comparaison avec une autre lignée controle, sans ces mutations (wt K30281). Les cellules ont aussi
¢été infectées avec ’EMCV, pendant 24 heures (Figure 18G,H,I). Bien que nous ayons mesuré un
plus grand niveau d’infection pour la lignée Sp2/Sp2, en comparaison avec la lignée contrdle
K30281, la production d’IFNs était inférieure. Enfin, les résultats de ces trois infections sont
cohérents dans le sens que ces mutations d’/F/H]1 auraient pour effets d’induire une moins grande

expression d’IFNs, comparativement au gene wt.

Les niveaux d’expression de geénes viraux mesurés dans les CEIs indiquent qu’il y a un taux
d’infection variable entre les lignées, d’une expérience a ’autre. Bien que nous ayons controlé
pour la variabilité¢ observée dans nos analyses, il serait aussi important de la diminuer davantage
pour les expériences futures. Un €élément potentiel a considérer est 11¢ a I’hétérogénéiteé cellulaire
dans les cultures. En effet, il est connu que les organoides intestinaux présentent de 1’hétérogénéité
en ce qui concerne leur forme et leur taille, ce qui peut affecter le type cellulaire dans lesquels les
cellules se différencient. Ainsi, ceci pourrait introduire de la variabilité dans les études (278, 279).
Afin de limiter certains facteurs de confusion reliés a I’hétérogénéité, il pourrait €tre intéressant
d’opter pour un protocole favorisant la différenciation des organoides intestinaux vers un ou
plusieurs types cellulaires spécifiques. Par exemple, la spécification en entérocytes est possible en

ajoutant de 1’acide valproique et de I’inhibiteur de la production de WNT-2 (IWP-2) au milieu de

106



culture des organoides (280). Ceci pourrait étre une avenue intéressant pour tenter d’uniformiser
la composition des cellules et d’obtenir une efficacit¢ d’infection similaire entre les lignées.
Finalement, il sera tout de méme important de répéter ces infections sur ces lignées, ainsi que sur
nos autres lignées dérivées des patients, afin d’aider a diminuer I’incertitude reliée aux facteurs
d’hétérogénéité. Un plus grand nombre d’échantillons permettra de valider que les variants nuisent

a la production d’IFNs dans les CEls, ce qui pourrait constituer un facteur de risque pour les MII.

Alternatives pour étudier les organoides intestinaux

Généralement, lorsque les microorganismes de la lumiere intestinale parviennent a atteindre la
barriére épithéliale, ils font un premier contact avec le c6té apical des CEIs. Afin de se rapprocher
des conditions physiologiques et d’infecter les organoides intestinaux sous leur forme 3D, il est
possible d’effectuer des micro-injections afin de libérer le virus a I’intérieur de ceux-ci (281). Or,
il s’agit d’une technique complexe qui nécessite beaucoup de temps. De plus, les résultats peuvent
étre faussés par une accessibilité de la surface apicale limitée par I’accumulation de mucus et de

débris cellulaire a I’intérieur des organoides refermés (282).

La dissociation des sphéroides intestinaux en monocouches de CEIs est adaptée pour les tests
fonctionnels. Elles ont I’avantage de présenter des jonctions intercellulaires, de se différencier dans
les principaux types de CEls et d’étre polarisées. La culture de monocouche sur Transwell permet
de controler séparément les cotés apical et basal, mais nécessite un grand nombre de cellules et
cela prend plusieurs semaines avant d’obtenir un épithélium étanche (277). De maniere
intéressante, Co ef al. ont développé un protocole permettant d’inverser la polarité d’entéroides
(des sphéroides intestinaux dérivés de tissus gastro-intestinaux primaires et comprenant
uniquement des CEIs), via la modification de protéines de la matrice extracellulaire (282). Ces
entéroides conservent leur potentiel de différenciation dans les principaux types de CEls et
maintiennent leur polarité. Le coté apical fait alors face au milieu de culture et le coté basal a la
lumiere de I’entéroide. Avec ce modele, afin d’infecter les CEIs du c6té apical, il serait alors
possible de tout simplement ajouter les virus au milieu de culture. Ceci constitue une perspective
intéressante qui permettrait d’économiser du temps et du matériel, par rapport aux monocouches

de CEIs sur lesquels nous travaillons.
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Régulateurs de MDAS

Dans I’optique de mieux comprendre les mécanismes associ€s a la perte de fonction de la protéine
due aux variants dans I/FIHI, une piste intéressante a explorer serait I’interaction avec des
régulateurs de la protéine. En effet, MDAS est connu pour lier ’ARNdb avec une faible affinité.
Or, ces liens peuvent étre renforcés via des coactivateurs, tels que le Tripartite motif containing
65 (TRIM65) et le Interferon-inducible double-stranded RNA-dependent protein kinase activator
A (PACT) (283). Il se pourrait qu'un ou plusieurs de nos quatre variants nuisent a la liaison de
MDAS a des régulateurs, ce qui impacterait la production d’IFNs et les mécanismes associés. Bien
que plusieurs d’entre eux restent a étre caractérisés, les sites de liaisons de certains régulateurs de

MDAYS ont déja été identifiés.

Par exemple, la protéine TRIM65 joue un role important dans 1’activation et I’oligomérisation de
MDAS en ubiquitinisant sa lysine a la position 743. De plus, il a été démontré qu’elle intervient
lors d’infections avec ’EMCV ou de stimulations au poly (I:C). Chez des fibroblastes
embryonnaires de souris (MEFs) et des macrophages dérivés de moelle osseuse (BMDMs) de
souris Trim65”, Iinduction d’IRF3 et la production d’IFNs de type I associées a ’activation de
MDAS seraient abolies (284). La mutation E627X qui cause une protéine tronquée a partir de
I’acide aminé de la position 618 ne possede alors pas la lysine 743, ce qui ne lui permet
probablement pas d’interagir avec ce coactivateur. Ceci pourrait constituer une cause impliquée

dans la perte de fonction de la protéine.

La protéine PACT qui facilite également 1’oligomérisation de MDAS est importante dans le cas
d’infection avec ’EMCYV ou de stimulation au poly (I:C). Cependant, elle n’a pas d’effet dans le
cas ou des mutants reconnus pour affecter I’oligomérisation adéquate et I’assemblage de filaments,
tels que pour M570R/E572R et I841R/E842R (128, 283). La liaison de PACT avec MDAS dans
le cas de nos variants n’a pas ¢été étudiée, mais elle pourrait potentiellement étre affectée dans le
cas de la mutation Sp2 qui cause une délétion dans le domaine C-terminal ou du mutant E627X
qui cause aussi la délétion du domaine C-terminal, ainsi que d’une partie du domaine hélicase 2.

Ceux-ci sont des domaines importants pour la liaison a I’ARNdb virale et pour I’oligomérisation.
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La protéine chromatin remodeller polybromo-1 (PBRMI) est un régulateur négatif du systeme
immunitaire inné médié par les RLRs. Elle intervient dans la suppression de la transcription
d’IFIHI et de RIG-I. Par ailleurs, elle interagirait principalement avec le domaine N-terminal de
la protéine. Ainsi, outre que le fait que MDAS présente une activité atténuée dans le cas de nos
quatre variants, ce répresseur pourrait diminuer d’autant plus la production d’IFNs liée 8 MDAS.
De manicére intéressante, 1’expression de PBRM 1 est inférieure dans le colon et I’iléon terminal de
patients atteints de MII, comparativement a des controles sains. Dans ces mémes échantillons,
IFIH] est d’ailleurs corrélé négativement a PBRM 1 et est donc plus fortement exprimé. Ainsi, la
surexpression de MDAS et la diminution de I’activité de celle-ci sont toutes les deux associées aux
MIL ce qui souligne I’importance du maintien de 1’équilibre des réponses immunitaires innées,

afin d’éviter des phénomenes associés a I’inflammation chronique (285).

Il existe d’autres activateurs (DHX29, PKR, HOIL1, etc.) ou répresseurs (TRIM40, TRIM 13,
RNF125, A20, USP3, etc.) de MDAS (283, 284, 286). Pour la plupart d’entre eux, la localisation
des sites de liaison avec la protéine, reste a étre déterminée. Pour le futur, il serait intéressant de
tester la liaison de ces différents régulateurs avec MDAS par immunoprécipitation, pour nos
différentes lignées stimulées avec ’EMCV. Dans I’éventualité ou la liaison était affectée par un
ou plusieurs variants, il serait alors possible de clarifier davantage les mécanismes associés a la

perte de fonction de la protéine.

Hypothéses concernant la protection pour diabéte de type 1 et le facteur de risque pour les

MII et les complications lors d’infections respiratoires

Une hypothese concernant la protection pour le diabéte de type 1 par ces variants est qu’en
condition normale, des virus s’attaqueraient a des cellules du pancréas, ce qui activerait les cellules
dendritiques dérivées des monocytes. Ces dernieres phagocyteraient les cellules infectées et
activeraient les lymphocytes T CD4+ qui induiraient une défense antivirale. Par contre, il
semblerait qu’une plus grande signalisation d’hélicases cytoplasmiques (comprennent les RLRs
tel MDAS), augmente la capacité des cellules dendritiques dérivées de monocytes a stimuler la
prolifération des cellules T CD4+ (287). En phagocytant les cellules infectées du pancréas, les

cellules dendritiques pourraient également capturer des ¢léments de cellules saines. Ainsi, dans le
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cas de la pathologie associée a /FIHI ou la protéine serait fonctionnelle a sa pleine capacité (wt),
il se pourrait que des cellules dendritiques présentent a leur surface des antigénes de cellules du
soi, en plus d’antigénes pathogenes, et induiraient alors la prolifération d’une grande quantité de
cellules T autoréactives. Ces derniéres pourraient agir en s’attaquant aux cellules 3 du pancréas
(réaction auto-immune). Il se pourrait ainsi que les mutants qui altérent la fonction de la protéine
agissent en atténuant ces mécanismes en cas d’infection virale et protégeraient I’hote du diabéte
de type 1 (220). A I’opposé, dans le cas des MII ou des complications respiratoires lors
d’infections, il se pourrait que ces variants dans /F/H! constituent des facteurs de risque, compte
tenu du fait que les cellules intestinales ou pulmonaires sont plus directement exposées aux virus
(présents dans le microbiote intestinal ou dans dans 1’air ambiant), en comparaison avec le
pancréas qui rentre seulement en contact avec les virus qui sont parvenus a atteindre la circulation
sanguine. Ainsi, au niveau de I’intestin ou des poumons, il serait nécessaire que la réponse
antivirale soit efficace a son plein potentiel, pour les protéger. Une faille a ce niveau qui serait due
aux variants dans [FIHI, pourrait alors é&tre associée a des cascades moléculaires pro-
inflammatoires et/ou rendre vulnérable 1’épithélium intestinal/pulmonaire. Ceci pourrait alors étre

associ¢ au développement des MII et aux complications respiratoires.

Impact potentiel des variants d’/FIH]1, entre autres dans le contexte de SARS-CoV-2

Selon une récente étude, la protéine MDAS interagirait avec la nonstructural protein 8 (NSP8) de
SRAS-COV-2. Les domaines CARDS joueraient d’ailleurs un role important dans cette interaction
(288). Par ailleurs, le variant rs1990760 (C>T; aaA946T) dans [FIHI, qui est connu pour
augmenter 1’activité de sa protéine, et par le fait méme la production d’IFNs, pourrait étre
protecteur pour le coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere (SARS-CoV-2) (289). De
plus, des variants causant des pertes de fonction dans certains génes associés au mécanisme des
IFNs (exemple IFNARI1, TLR3, IRF7, etc.) constitueraient des facteurs de risque pour le
développement de pneumonie potentiellement mortelle, dans le cas de la COVID-19 (290). Une
hypothése pourrait que les quatre variants d’/FIHI qui diminuent la fonction de la protéine
constitueraient des facteurs de risque pour des complications en cas d’infections virales. De

maniere intéressante, la présence des variants E627X, Spl et Sp2 a déja été identifiée chez des
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enfants hospitalisés pour des complications respiratoires suite a des infections avec le virus

respiratoire syncytial et le rhinovirus humain (222).

Par ailleurs, il est connu que SARS-CoV-2 soit associé¢ des symptomes gastro-intestinaux et de
I’ARN viral du SARS-CoV-2 a été¢ mesuré dans des selles d’individus infectés (291, 292). Les
mécanismes responsables restent a étre mieux compris, mais il se pourrait que le virus nuise a
I’intégrité des CEIs. Dans ce contexte, il est possible de penser que 1’infection avec SARS-COV-
2, et de fagon plus générale, avec d’autres virus pouvant infecter 1’intestin, tel que le rotavirus ou
le norovirus, interviennent dans le développement, la progression et la sévérité¢ des MII chez des
individus porteurs des variants causals. Etant donné que nous semblons observer une moins grande
expression d’IFNs pour les CEls avec les variants causals, comparativement a 1’alléle wt, dans le
cas d’infection avec ’EMCYV, il se pourrait que nos quatre variants d’/FIH nuisent a la clairance
des virus. La clairance insuffisante du virus pourrait mener a la progression vers
I’hyperinflammation (293). En effet, les mécanismes de défense antivirale ne seraient pas
suffisamment efficaces pour permettre I’¢limination de ceux-ci. L’omniprésence de certains virus
pathogenes pourrait €tre associée a une libération constante de molécules pro-inflammatoires.
Aussi, le virus toujours présent pourrait continuer a se diviser et a causer des dommages aux CEls,
tout en nuisant a la barriere intestinale. Rappelons que ’altération de cette derniere rend les cellules
immunitaires de la lamina propria exposée a la lumiere (91). La progression et la sévérité de la
maladie pourraient alors étre associées a des expositions répétées de I’intestin a différents virus,
au cours de la vie. En effet, si la barriere intestinale est déja affaiblie et que des mécanismes pro-
inflammatoires sont en place, ces infections supplémentaires amplifieraient la boucle de réactions
pro-inflammatoires associée a I’inflammation chronique. D’un autre coté, la sévérité de la maladie
pourrait étre due a d’autres facteurs, comme certaines infections tel que l’infection par le
cytomégalovirus. En effet, une étude a démontré que ce virus pouvait rendre des patients atteints
de MII réfractaires aux corticostéroides, aggravant alors la maladie (294). Les variants d’/FIH1
qui diminuent la capacité de défense antivirale pourraient ainsi augmenter cet effet délétere dans

le cas de certaines infections.

Enfin, dans I’optique ou une plus grande production d’IFNs protegerait effectivement de la
COVID-19, il a été suggéré que I'IFN-B puisse constituer un traitement potentiel pour cette

derniére (289). Il s’agit d’ailleurs d’un traitement déja approuvé, par exemple, dans le cadre de la
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sclérose en plaques (295). Dans le contexte des MII, il pourrait étre intéressant de tester 1’effet de
I’ajout d’IFN-B extracellulaire sur nos CEIs dérivées des patients porteurs des différents all¢les
d’IFIHI, en cas d’infection virale. Si les CEls in vitro répondent positivement a I’'IFN-f et qu’ils
présentent une réponse antivirale se rapprochant aux lignées contrdles (/FIH1 wt), il pourrait s’agir
d’une avenue intéressante d’expérience in vivo. En effet, des souris porteuses des quatre variants
d’IFIH1 pourraient étre traitées avec de I’IFN-f avant et/ou pendant une infection avec ’EMCV.

Ceci pourrait servir a orienter le traitement des patients porteurs de ces variants et atteints des MIL.

Virome dans le contexte des MII

Tel que décrit a la section 1.7, des études ont fait ressortir des différences au niveau du virome
d’individus atteints ou non atteints de MII (225, 229). 1l y aurait une plus grande quantité, mais
une moins grande diversité de virus chez ces patients, a I’opposé de contrdles sains (225, 226). Par
exemple, il y aurait plus de bactériophages (virus infectant les bactéries) de I’ordre des
Caudovirales chez ces individus malades (228). Par ailleurs, des déséquilibres dans les
communautés de bactériophages ont déja été associés a des mécanismes inflammatoires et a
I’apparition de Iésions tissulaires (222). Il n’est toutefois pas encore clair si ces différences
représentent une cause ou une conséquence des MIIL. Dans le contexte ot MDAS intervient dans
les mécanismes de défense antivirale, il est intéressant d’étudier comment nos différents variants
agissent spécifiquement en présence de particules virales obtenues du virome d’individus atteints
ou non de MII, dans les CEls dérivées d’hiPSCs. Ceci sera prochainement étudié en collaboration

avec le laboratoire du Dre Jeffrey.
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Chapitre 6 - Conclusion

En conclusion, les modeles de LCLs et de sphéroides intestinaux dérivés de patients MII sont
intéressants pour ¢tudier les variants dans /F/H] associés aux MII (1923V, E627X, IFIH1*IVS8+1,
(Spl), (IFIH1*IVS14+1 (Sp2)), afin de valider leur causalité et d’¢lucider leurs mécanismes. Tout
d’abord, I’impact de ces derniers sur I’expression génique et protéique de IFIHI/MDAS a été
validé. Il semblerait que le variant E627X ait un plus gros impact sur ceux-ci, comme il n’est pas
possible de le détecter par RT-PCR, ni par immunobuvardage de type Western. Par ailleurs, ces
variants dans les deux modeles cellulaires sont associés a une moins grande expression d’IFNs,
suite a une stimulation avec le poly (I:C) ou ’EMCYV, comparativement aux lignées exprimant
IFIHI wt. Ces résultats vont de pair avec la littérature et appuient notre hypothése stipulant que
ces variants nuisent a la réponse de défense antivirale des cellules intestinales. En cas d’infections
virales, ceci pourrait alors déclencher 1’expression de molécules pro-inflammatoires et/ou affecter
I’étanchéité de la barriere intestinale, et ainsi étre reli¢ a I’inflammation chronique des patients
atteints des MIL Pour I’avenir, il sera important de répéter les infections avec ’EMCYV sur les CEls
dérivées d’hiPSCs et de composer avec quelques difficultés associées aux sphéroides intestinaux,
tels que leur hétérogénéité. Le modele de CEIs demeure cependant un modele plus physiologique
pour des études d’infection de cellules sous forme de monocouches humaines, comparativement a
des lignées cellulaires immortelles provenant de cancer (HT29, CACO-2). Ces dernicres sont
reconnues pour présenter de la variabilité au niveau du génome, ce qui est problématique dans le
cas d’études voulant comparer des génotypes précis (263). Enfin, la réalisation de ces expériences
avec I’ensemble des variants dans /FTH] permettra une meilleure compréhension des mécanismes
reliés au développement des MIIL, ce qui sera important dans I’optique du développement

d’approches thérapeutiques personnalisées.
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Annexes

Tableau supplémentaire 1. Caractéristiques phénotypiques des individus a ’origine des LCLs.

wt wt wt wt wt Sp2/ Spl/ Sp2/ Spl/ | 1923V/
K83994 K14797 K02201 K30281 K17945 E627X 1923V Sp2 Sp2 1923V
Non Non Non Non
Phénotype ) ) ) ) CU CU MC MC MC MC
atteint atteint atteint atteint
Genre F M M F F M F M M M
Age diagnostic n/a n/a n/a n/a 28 28 23 12 9 23
Age collecte 53 70 65 35 39 47 28 13 13 33
Cau, Juif
Ethnie Cau Cau Cau Cau Cau Cau Cau Cau Cau
Ashk
Présentation de
n/a n/a n/a n/a ? ? b2 bl bl b3
la maladie
DisLocP DisLoc
DisLocPr
» octitis, Ileal, DisLoc
octitis,
) DisLocL ) ) DisLoc | Ileal,
Régions atteintes DisLocL DisLocC | DisLoc )
n/a n/a n/a n/a eft, Colorec | DisLoc
connues eft, ) olorectal | Anal
) DisLocE tal, Colore
DisLocE
) xtensive, DisLoc ctal
Xxtensive
DisLocPi Anal
Atteintes aux
articulations, ? ? ? ? Non Non Non Non Non Non
peau, yeux, foie
Chirurgie — Oui Oui
? ? ? ? Non Non Non Non
appareil digestif (PH) (Br)
Oui (3X/
Fumeur Non Non Non Non ) Non Non Non Non Non
jour)
Appendicectomie Non Non Non Non Non Non Non Non Non Oui
Historique
? ? ? ? Non Non Non Non Non Non
familial

Wt: wild type, Spl: IFIH1*IVS8+1, Sp2 :IFIH1*IVS14+1, n/a: non applicable, Cau : caucasien, Ashk :
Ashkénaze, bl : inflammation, b2 : rétrécissement, b3 : pénétrante, DisLocProctitis : proctitis , DisLocLeft : coté
gauche (a la jonction splénique) , DisLocExtensive : extensif (au-dela de la jonction splénique) , DisLoclléale :
iléale , DisLocColorectale : colorectale, DisLocPi: inflammation périappendicéale, DisLocAnal :anal,
Pf :fistule-abces périnéale, Br : restriction intestinale-sténose.
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A noter que la lignée wt K17945 dérive d’un individu atteint de la CU, mais que I’absence des
quatre variants dans IF/H1 a été confirmée pour cette lignée, ainsi que pour les autres lignée « wt »

Méthodes pour la caractérisation des hiPSCs

*Les méthodes suivantes ont été réalisées par Marie-Eve Rivard et Jean Paquette

, des membres du laboratoire Rioux.

Extraction d’ADN pour la caractérisation des hiPSCs

Les cellules ont été rincées au DPBS et le culot a été congelé directement dans 1’azote liquide
(flash-freeze). Le tube a été gardé a -80°C jusqu’au moment de 1’extraction. L’ADN a été extrait
a I’aide de la trousse DNeasy blood and tissue kit (Qiagen) selon les instructions du manufacturier.
L’ADN a été dosé¢ avec l'appareil Synergy 2 (BioTek), a 1’aide d’une Take3 micro-volume plate et
du logiciel Gen5 version 1.11.5. L’ ADN a été conservé a -20°C.

Absence d’intégration des plasmides dans les hiPSCs

L’absence d’intégration des plasmides épisomiques dans les cellules a été validée par
¢lectrophorése sur gel d’agarose de produits de PCR. Pour ce faire, 57,6 ng d’ADN de chaque
clone a été¢ amplifié par PCR avec la trousse HotStarTaq Plus DNA Polymease (Qiagen), selon les
recommandations du fabricant. 0,5 pM d’amorces a ¢été utilisé pour chaque plasmide (I’amorce
sens est commune aux quatre plasmides mais 1’amorce antisens est spécifique a chacun). Des
amorces pour un gene de référence de I’ADN génomique (chemokine (C-X-C motif) ligand 2
(CXCL2)) ainsi qu’un contrdle positif (plasmide) et négatif (lignée d’hiPSCs commerciale) ont été
utilisés pour valider I’amplification. Les séquences des amorces sont décrites dans le Tableau
supplémentaire 2. Le produit de PCR a migré sur un gel d’agarose 1% a 100V pendant environ 1
heure.

Tableau supplémentaire 2. Amorces pour vérifier I’intégration des plasmides par PCR.

Génes Espéce Amorces Séquences 5' - 3'
Plasmide H. sapiens HUM-PCR-Plasmide-sens02 AAT CTG TGC GGA GCC GAA A
OCT3/4 H. sapiens HUM-PCR-Pla-OCT3/4-anti CAG GGT GAG CCC CAC AT
SOX2 H. sapiens HUM-PCR-Pla-SOX2-anti GGG CAG CGT GTA CTT ATC CT
LMYC H. sapiens HUM-PCR-Pla-LMY C-anti TCA TTC TCC GAG TCG CTT GGG
P53DD H. sapiens HUM-PCR-Pla-p53DD-anti CCG GAA CAT CTCGAAGCGT
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CXCL2 - sens H. sapiens Hs CXCL2 F2 GTC ATA GCC ACA CTC AAG AATG

CXCL2 - antisens | H. sapiens Hs CXCL2 R2 AGG AAC AGC CACCAATAAGC

Clonage unicellulaire des hiPSCs

Un clone de chaque lignée a été sous-cloné. Pour ce faire, les cellules ont été récoltées avec du
TrypLE Express 1X (Life Technologies) et rincées dans un tampon composé de PBS“*Me* 5
mM EDTA, 25 mM HEPES et 1% FBS. Les cellules ont ét¢ filtrées a I’aide d’un cell strainer de
70 um (Myltenyi). Elles ont été triées par cytométrie en flux a 1’aide du BD FACSAria™ Fusion
flow cytometer. Une cellule unique a été déposée dans chaque puits d’une plaque 96 puits recouvert
de hESC-Qualified matrigel (Corning) dans un milieu stemflex (Invitrogen) additionné de

revitacell 1X (Invitrogen) et a été cultivée jusqu’a 1’apparition d’une colonie.

Caryotype des hiPSCs

L’absence d’aberrations chromosomiques a ¢été confirmée par KaryoStat assay a 1’aide de
I’ Appareil GeneChip Scanner 3000 systems (Life Technologies). Pour ce faire, 2x10° cellules ont
été rincées au DPBS, puis congelées en culot dans 1’azote liquide (flash freeze), avant d’étre

envoyées (sur glace séche) pour analyse a Life Technologies.

Séquencage des hiPSCs

Les variants dans IFIH1 ont été validés au Centre d’expertise et de services Génome Québec, par
séquencgage de type Sanger avec la technologie 3730x] DNA Analyzer (Applied Biosystems). Les
amorces utilisées pour les différents variants dans /F7HI sont résumées dans le tableau Tableau
supplémentaire 3. Toutes les séquences ont été analysées avec le logiciel CLC DNA Workbench
(CLC Bio).

Tableau supplémentaire 3. Amorces pour séquencage.

Géne Espéce Amorces Séquences 5' - 3'
Hum-Seq-IFIH1-sp1-sens-01 ACAGGAGCCATGCAAGAAGT
IFIHI - Spl H. sapiens
Hum-Seq-IFIH1-sp1-anti-01 TGGCTCTGTGGAATGTCAGA
Hum-Seq-IFIH1-E627X-sens-01 AGGCAGAACTCAAGCAGCAA
IFIHI - E627X H. sapiens

Hum-Seq-IFIH1-E627X-anti-01

GTGGCTCATCTACAATCTTGCG

IFIHI — Sp2 et 1923V | H. sapiens

Hum-Seq-IFIH1-sp2-1923V-sens-01

ACTGCACATTTTCATGGTTACAGG

Hum-Seq-IFIH1-sp2-1923V-anti-01

CAAGGGGCATGTTGCCTTTC

141




Extraction d’ARN pour caractérisation des hiPSCs

L’ARN a été isolé pour chaque lignée avec la trousse Rneasy Plus Mini kit (Qiagen). Brievement,
les cellules ont été récoltées dans un tampon de lyse RLT contenant 10% B-mercaptoéthanol. Les
lysats ont ét¢ homogénéisés et ’ADN génomique a été éliminé avec 30 U d’enzymes DNasel
(Qiagen) pendant 15 minutes a température ambiante. L’ARN a été ¢lué¢ dans 40ul d’eau RNase
free et a été dosé par spectrométrie avec l'appareil Synergy 2 (BioTek), a I’aide d’une Take3 micro-

volume plate et du logiciel Gen5 version 1.11.5. L ARN a été conservé a -80°C

Rétro-transcription pour caractérisation des hiPSCs
La rétro-transcription s’est faite avec 100 ng d’ARN et la trousse High Capacity cDNA Reverse
Transcription selon les instructions du fabricant (Applied Biosystem). L’ADNc a été conservé a -

20°C.

PCR quantitative pour caractérisation des hiPSCs

Afin de valider la pluripotence de nos hiPSCs, trois marqueurs ont été mesurés par qPCR, soit
NANOG, POUSF1 et SOX2 (amorces dans le Tableau supplémentaire 4). Le qPCR a été fait a
partir de 4 ng d'ADNCc ainsi que 10 pM d’amorces. L'ADNc a été amplifié¢ avec le réactif PowerUp
SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher). L'amplification a été réalisée par ’appareil Quant
Studio Real-Time PCR et le logiciel associé VI1.3. Les valeurs d’expression relative ont été

normalisées par rapport a HPRT.

Tableau supplémentaire 4. Amorces pour qPCR (marqueurs de pluripotence).

Génes Espéces Amorces Séquence 5' - 3'
Hum-qPCR-NANOG-01 sens GATTTGTGGGCCTGAAGAAA
NANOG H. sapiens
Hum-qPCR-NANOG-02 antisens ATGGAGGAGGGAAGAGGAGA
Hum-qPCR-SOX2-01 sens AACCCCAAGATGCACAACTC
S0Xx2 H. sapiens
Hum-qPCR-S0OX2-02 antisens GCTTAGCCTCGTCGATGAAC
Hum-qPCR-POUSF1-01 sens GAAGGAGAAGCTGGAGCAAA
POUSFI1 H. sapiens
Hum-qPCR-POUS5F1-02 antisens CTTCTGCTTCAGGAGCTTGG
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Feuillets embryonnaires (hiPSCs)

La capacité d’hiPSCs a former les trois feuillets embryonnaires a été mesurée a 1’aide de la trousse
Human Pluripotent Stem Cell Functional Identification (R&Dsystems) selon les instructions du
manufacturier. Brieévement, les cellules ont été différenciées, puis des anticorps spécifiques a
chaque feuillet (Otx2 (ectoderme), Brachyury (mésoderme), SOX17 (endoderme)) ont été utilisé€s
pour visualiser, par immunofluorescence, la proportion de cellules positives. Les images ont été
prises avec le microscope IN Cell Analyser 6000 de la compagnie GE Healthcare Life Sciences et

analysées avec le logiciel IN Cell Analyser 6000 V.7.3.

Résultats pour la caractérisation des hiPSCs

*Les résultats suivants ont été réalisés par Marie-Eve Rivard et Jean Paquette, des membres du
laboratoire Rioux. Tous les résultats présentés dans cette section sont représentatifs de toutes les

lignées utilisées dans le cadre de cette étude.

A Sp2/E627X B Sp2/Sp2

Figure supplémentaire 1. Validation de la pluripotence des hiPSCs.

Les différentes lignées d’hiPSCs ont été marquées au Tra-1-81 afin d’identifier les cellules avec un potentiel
de pluripotence. Les images des lignées hiPSCs avec les génotypes Sp2/E627X (A) et Sp2/Sp2 (B) sont
représentées. Les images du haut représentent les images avec champ clair uniquement, alors que la
fluorescence pour les images du bas refléte les cellules marquées (potentiel de pluripotence confirmé). Sp2 :
IFIH1*IVS14+1.
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Figure supplémentaire 2. Validation de ’absence d’intégration des plasmides dans les hiPSCs.

o2

Des PCR ont été effectuées avec des amorces pour les quatre plasmides utilisés dans le contexte de la
reprogrammation des LCLs en hiPSCs (pCE-mp53DD, pCE-hSK, pCE-OCT3/4 et pCE-hUL). Les produits
PCR migrés sur gel d’agarose sont représentés pour les lignées Sp2/E627X et Sp2/Sp2. Le géne CXCL?2 a
¢été utilisé comme geéne de référence de I’ADN génomique. Ctrl : contrdle, Sp2 : IFIH1*IVS14+1.
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Figure supplémentaire 3. Caryotypage des hiPSCs.

Le génome en entier, comprenant les chromosomes somatiques et sexuels est représenté pour les lignées
Sp2/E627X et Sp2/Sp2. L’axe des Y représente I’intensité de signal des sondes sur les puces a ADN
(microarray). Une valeur de 2 représente un nombre de copies normal, alors qu’une valeur de 3
représenterait un gain de copie. Une valeur de 1 représenterait une perte de copie ou les chromosomes
sexuels pour un homme (X,Y). Les couleurs rose, vert et jaune représentent le signal brut, alors que la
couleur bleue représente le signal normalisé sur lequel on se fie pour identifier le nombre de chromosomes
et les aberrations. Aucune aberration chromosomique n’a ¢été identifiée pour les hiPSCs. Sp2:
IFIH1*IVS14+1.
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Figure supplémentaire 4. Séquencage des différentes lignées d’hiPSCs avec les variants dans IFIH]1
et d’un controle wt.

Les hiPSCs Sp2/E627X (A), Sp1/1923V (B), Sp2/Sp2 (C), Sp1/Sp2 (D), 1923V/1923V (E) et wt K30281
(F) ont été analysés par séquengage Sanger. Les séquences des différentes lignées apparaissent sous la
séquence de référence d’/FIH1. Les variants sont indiqués par la fléche rouge pour les différentes lignées
mutantes (A,B,C,D,E). Les fleches vertes pour la lignée wt indiquent la position ou se trouveraient les
mutations (F). Toutes les lignées controles ont été séquencées et ne présentent pas de mutations aux
différents sites ou sont retrouvés nos variants (données non présentées). Spl : IFIH1*IVS8+1, Sp2:
IFIH1*IVS14+1.

146



A B
NANOG

4s 12
Y.

ia,s 13
s

15 i“
B g 0o
b o
o 62
5

,, o o o

LCLs hiPSCs LCLs P5Cs hipsC LeLs hiPSCs LcLs hiPSCs  hiPSCs

Sp2/E627X  Sp2fee27x  SPY/SPZ  gpajspy  commerciau

A

I LCLs hiPSCs LCLs hiPSCs hiPSCs
Sp2/E627X Sp2/E627X Sp2fsp2  Sp2/Spz commerciaux

Sp2/E627X  Sp2/E62TX  Sp2fSp2 Sp2fsp?2  commerciaux
PONISF

O

Cuantitd relative
ERSCEERsb

Figure supplémentaire 5. Gain des marqueurs de pluripotence dans les hiPSCs.

Les marqueurs de pluripotence NANOG (A), SOX2 (B) et POUSF1 (C) ont été mesurés par qPCR pour les
LCLs ainsi que les hiPSCs dérivés des mémes individus. Les données pour les lignées Sp2/E627X et
Sp2/Sp2 sont représentées. La lignée d’hiPSCs commerciale (cw20047) a été utilisée comme controle
positif. Les valeurs de quantité ont été rapportées sur HPRT, n=1. LCL : lignée cellulaire lymphoblastoide,
hiPSCs : human induced Pluripotent Stem Cells, Sp2 : IFIH1*IVS14+1.

Mésoderme Endoderme Ectoderme
Sp2/E627X Sp2/sp2 Sp2/EG2TX Sp2/sp2 Sp2/EG2T7X Sp2/sp2

Figure supplémentaire 6. Validation de la capacité des hiPSCs a former les 3 feuillets embryonnaires.

Les hiPSCs de toutes les lignées utilisées ont pu étre différenciées en mésoderme, en endoderme et en
ectoderme. La proportion de cellules positives pour des protéines spécifiques aux différents feuillets
(Brachyury (mésoderme), SOX17 (endoderme) et Otx2 (ectoderme)), a été révélée par
immunofluorescence. Les images pour les lignées Sp2/E627X et Sp2/Sp2 sont représentées. Sp2 :
IFIH1*IVS14+1.
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Figure supplémentaire 7. Validation de la perte des marqueurs de pluripotence et du gain des
marqueurs d’endoderme dans ’endoderme dérivé d’hiPSCs.

L’expression des marqueurs de pluripotence (NANOG et POUSF1), ainsi que I’expression des marqueurs
d’endoderme (CXCR4, OTX2 et SOX17), ont été¢ évalués par qPCR, pour les lignées wt K17945 et
Sp2/E627X du protocole 2D, et ce pour les hiPSCs et les cellules sous forme d’endoderme. Les valeurs de
quantité ont été rapportées sur HPRT, n=1. hiPSCs : human induced Pluripotent Stem Cells, Wt : wild type
: Sp2 : IFIH1*IVS14+1.
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