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Résumeé:

L'inhibiteur de l'apoptose lié au chromosome X (XIAP) est une protéine anti-
apoptotique exprimée de maniere ubiquitaire et est un puissant inhibiteur de l'apoptose en
bloquant les formes actives des caspases-3, -7 et -9. D’autres fonctions de XIAP reposent sur
son activité d'ubiquitine ligase impliquée dans la régulation d'importantes voies de signalisation
et la transduction du signal des récepteurs de type NOD ; NOD1 et NOD2, jouant un role
central dans I'immunité innée. Les mutations hémizygotes résultant en une perte de fonction
du gene XLAP sont responsables de la survenue d’une maladie auto-inflammatoire dont le
phénotype clinique englobe plusieurs de ces caractéristiques : une lymphohistiocytose
hémophagocytaire (HLH), un syndrome d’activation macrophagique (MAS), une maladie
inflaimmatoire de l'intestin mimant la maladie de Crohn. Bien que certaines études antérieures
montrent que la suppression de XIAP induit l'activation de l'inflammasome NLRP3, les
mécanismes physiopathologiques par lesquels ce déficit induit un syndrome auto-
inflammatoire ne sont pas définis. Ce projet vise a créer et caractériser une lignée cellulaire
monocyte/macrophage THP-1 avec délétion de XILAP pour étudier les mécanismes
moléculaires responsable de 1'auto-inflammation dans les macrophages en utilisant le systeme
CRISPR-Cas12. J'ai pu montrer que le déficit en XIAP est responsable de 'activation de
l'inflammasome NLRP3 et d’un état auto-inflammatoire macrophagique indépendant de
l'activité ubiquitine ligase de XIAP. Il m’a aussi été possible d'élucider la rétroaction positive
de I'IL-1f et NF-»B sur l'inflammation. L'étude de ce modéle cellulaire nous permettra une
meilleure compréhension des processus régulant I'activation de I'inflammasome et Papoptose

dans les macrophages déficients en XIAP.

Mots Clés : Immunodéficience, apoptose, inflammasome, XIAP, macrophage



Abstract:

The X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) protein is an anti-apoptotic protein. It is
ubiquitously expressed and is a potent inhibitor of programmed apoptosis by blocking the
activated forms of caspases-3, -7, and -9. Additional functions of XIAP rely on its ubiquitin
ligase activity involved in regulating important signaling pathways. Among other important
functions is the role of XIAP in the signal transduction of the NOD-like receptors; NOD1
and NOD2, which play a pivotal role in innate immunity. Hemizygous loss of function
mutations in XLAP leads to XIAP deficiency. It can be considered as an autoinflammatory
disease since the clinical phenotype encompasses several auto-inflaimmatory features:
Haemophagocytic Lymphohistiocytic syndrome (HLH), macrophage activation syndrom
(MAS), an inflammatory bowel disease, mimicking Crohn's disease. Interestingly, while some
carlier reports have shown that deletion of XIAP induces NLRP3 inflammasome activation,
the precise mechanisms by which XIAP deficiency induces an autoinflaimmatory syndrome
are not defined. This project aims to create and characterize a THP1 monocyte / macrophage
cell line with a deletion of XLA4P to show the state of hyperinflammation in macrophages using
the CRISPR-Cas12 system to study the role of different domains of the gene. I have shown
that XIAP deficiency triggers the NLRP3 inflammasome in THP-1 macrophages
independently of its ubiquitin ligase activity. In addition, it was possible to elucidate the role
of the IL-1f and NF-B backloop on inflammation. Studying this cell model will help us refine
a better understanding of the dynamics of inflammasome and apoptosis in macrophages with

XIAP deficiency.

Keys words: immunodeficiency, apoptosis, inflammasome, XIAP, macrophages
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1. Introduction :

Projet :
Afin de maintenir une réponse immune adéquate, il est important que I'expression
génique des cellules immunitaires soit bien régulée. Effectivement, une simple délétion ou

mutation d’une base d’un géne peut mener a une maladie grave chez un patient, comme c’est

le cas de déficience en XIAP.

Cette protéine anti-apoptotique est exprimée de facon ubiquitaire au niveau des cellules
immunitaires, notamment les macrophages. Elle est impliquée dans différentes cascades de
signalisation aboutissant a 'apoptose cellulaire et la réponse inflammatoire par activation de
Iinflaimmasome NLRP3. Ainsi, comme observée chez les patients, une mutation du gene
XLAP menant a une absence de fonction de la protéine entraine une hyperinflammation
macrophagique résultant en une sécrétion accrue de cytokines proinflammatoires. Le but de
mon projet est de caractériser une lignée cellulaire de monocytes/macrophages présentant une
délétion du gene XLAP afin de préciser les mécanismes physiopathologiques responsables du

syndrome auto-inflammatoire observé chez les patients.

1.1 Systeme immunitaire

1.1.1 Apercu du systéeme immunitaire

Etant constamment exposé a différents pathogenes environnants, notre corps est muni
d’un systéme immunitaire ayant comme fonction principale de reconnaitre et d’éliminer ces
corps étrangers dans le but de prévenir une infection. Ce systéme est un grand réseau interactif
de cellules immunitaires, d’organes lymphoides, de cytokines et de chemokines qui se divise
en deux parties; le systtme immunitaire inné, acquis depuis la naissance, et le systeme

immunitaire adaptatif qui développe une mémoire suite a une exposition microbienne (Parkin

and Cohen, 2001).

D’un coté, le systeme immunitaire inné est le premier a étre sollicité afin d’empécher
I'introduction de pathogenes dans le corps par une barriére physique ou chimique, comme la
peau ou les muqueuses. Si les pathogenes réussissent a passer cette barriere, une premiere ligne

de défense interne empéchera la prolifération de ces agents infectieux. Cette ligne de défense
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implique l'action de plusieurs cellules spécifiques, mais de manicre principales les cellules
phagocytaires comme les monocytes, les macrophages, les neutrophiles et les cellules
dendritiques (Kelly and O'Neill, 2015). En réponse a des sighaux inflammatoires, les
monocytes sanguins sont recrutés par chimiotaxie au site d’infection et se différencieront en
macrophages ou en cellules dendritiques, jouant un role prédominant dans la réponse
inflammatoire. Effectivement, ces cellules reconnaissent non spécifiquement les pathogenes
en les discriminant des molécules du soi lors de la reconnaissance de structures moléculaires
microbiennes « Pathogen Associated Molecular Pattern » (PAMPs) ou des sighaux de danger «
Danger Associated Molecular Pattern » IDAMPs) par I'entremise de leur « Pattern recognition receptor
» (PRRs). Ceci leur permet alors de répondre rapidement a l'infection lorsque les pathogenes
passent la barri¢re physique et d’éliminer le pathogéne en question par un processus de

phagocytose (Linehan and Fitzgerald, 2015).

Différents types de PRR existent, comme les « To//-like receptor» (TLRs) et les « C-type
lectin receptor » (CLRs) qui se trouvent au niveau de la surface cellulaire et a la surface de
compartiments intracellulaires comme les endosomes. Les TLRs reconnaissent différentes
composantes virales, bactériennes ou parasitaires permettant d’activer par la suite les facteurs
de transcriptions comme NF-xB et AP-1, tandis que les CLRs sont impliqués au niveau de la
reconnaissance fongique (Jamilloux and Henry, 2013). Parmi la famille des PRRs existent aussi
les récepteurs de type NOD; « nucleotide-binding domain and leucin-rich repeats containing receptors »
(autrement appelé NLRs) et les récepteurs « RIG-I-iike » (RLRs) exprimés de facon
intracellulaire dans le cytoplasme. Les récepteurs de type NOD reconnaissent des PAMPs et
des DAMPs, permettant ensuite la formation des inflaimmasomes, tandis que les RLRs
reconnaissent de ’ARN viral (Hirayama et al., 2018) (Figure 1). Lors de la phagocytose par les
macrophages ou cellules dendritiques, certains de ces récepteurs peuvent reconnaitre leur
ligand, permettant ’activation de voies intracellulaires menant a une réponse proinflammatoire
par la sécrétion de médiateurs antimicrobiens comme des cytokines et chemokines. De plus,
étant des cellules présentatrices d’antigenes (CPAs), ces cellules phagocytaires font le pont
entre 'immunité innée et adaptative. Effectivement, les protéines phagocytosées seront
digérées en peptides. Ces peptides antigéniques vont alors étre présentés par I'entremise du
complexe majeur d’histocompatibilité II (CMH II) a des lymphocytes T CD4" permettant leur

activation et ainsi la mise en place d’'une réponse immunitaire acquise (Cobb et al., 2004).
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Figure 1: Correspondance entre les différents PRR macrophagiques et leurs ligands

Les TLRs se trouvent au niveau de la surface cellulaire et des endosomes et ont différents
ligands, tandis que les NLR sont au niveau du cytoplasme avec les RLR et reconnaissent des
ligands bactériens. Pour leur part, les RLR ont comme ligands les virus et finalement, les CLR,
se trouvant a la surface cellulaire, lient les champignons (par exemple le B-1,3-glucan présent

a la membrane cellulaire) et facteurs endogenes.

Modifié a partir de : (Agier et al., 2018)

D’un autre c6té, 'immunité adaptative requiert 'interaction avec le peptide antigénique
de I'agent pathogene présenté par une CPA et nécessite plusieurs jours avant d’étre activée
(Figure 2). Cette immunité est dite spécifique, car les cellules impliquées, par exemple les
lymphocytes, réagiront différemment selon 'antigéne rencontré. Les lymphocytes T CD8"
sont en mesure de cibler et détruire le pathogene lorsque celui-ci n’a pas été éliminé par les
cellules du systéme immunitaire inné. Les lymphocytes T CD4", pour leur part, contribuent a
activer les CD8", mais aussi les lymphocytes B qui eux produiront des anticorps spécifiques
contre 'antigene. Certains de ces lymphocytes B deviendront des lymphocytes T mémoire,
ayant la capacité de reconnaitre 'antigéne qui les ont activés, permettant ainsi une réponse

encore plus rapide et efficace lors d’une réinfection (Schenten and Medzhitov, 2011).
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Figure 2 : Schématisation de 'implication du macrophage dans Pimmunité innée et
Pimmunité adaptative

Le PRR retrouvé a la surface du macrophage reconnait un pathogene environnant exprimant
un PAMP, déclenchant ainsi le processus de la phagocytose (immunité innée). Ceci permettra
une augmentation de I'inflammation et une digestion de la protéine pathogénique en peptide.
Le macrophage peut alors présenter ce peptide a un lymphocyte, permettant de faire le pont

vers 'immunité adaptative.

Tiré de : (Hato and Dagher, 2014)

Ainsi, pour assurer la protection du corps humain contre les pathogenes environnant
et assurer ’homéostasie, notre systéme immunitaire joue un role vital. Afin de maintenir une
réponse immune adéquate, il est important que 'expression des genes impliqués dans son
fonctionnement soit bien régulée, car une simple délétion ou mutation d’une base d’un geéne

au niveau d’une cellule immunitaire pourrait mener a une maladie grave chez un patient.

1.1.2 Maladies auto-inflammatoires

Les cellules immunitaires, tant les lymphocytes que les macrophages, sont en mesure
de distinguer les cellules du soi et les cellules du non-soi pour diriger une réponse envers les
cellules reconnues comme du non-soi. Par contre, chez certaines personnes, il arrive que ces
cellules reconnaissent des cellules du soi comme étant du non-soi, attaquant ainsi ses propres
cellules saines. On patle alors de maladie auto-immune lorsqu’il s’agit des cellules du systeme
immunitaire adaptatif qui réagissent envers ses propres cellules et de maladie auto-

inflammatoire lorsque des cellules du systéeme immunitaire inné sont impliquées. Dans tous
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les cas, ceci peut mener a une inflammation accrue ainsi qua des dommages au niveau

d’organes spécifiques ou de la fievre par exemple (Arakelyan et al., 2017).

Dans le cas des maladies auto-inflammatoires, la plupart de celles-ci sont caractérisées
par une mutation ou une délétion d’un gene régulant la fonction du systeme immunitaire inné,
qui se transmet de facon héréditaire. Ladite mutation peut causer un gain ou une perte de
fonction entrainant ainsi divers symptomes chez les patients atteints. Il existe un large spectre
clinique de maladies auto-inflammatoires. Dans certains cas, une personne peut étre porteuse
d’un gene muté sans avoir aucun symptome et dans d’autres cas, on peut observer un état
d’auto-inflaimmation sans aucun stimulus antigénique menant a une sécrétion importante de
cytokines proinflaimmatoires (Rubartelli et al., 2013). Dans des cas extrémes, la maladie auto-
inflammatoire peut poser un grave dysfonctionnement du systeme immunitaire, comme c’est
le cas du syndrome d’activation macrophagique (wacrophage activation syndrome » ou MAS),

encore appelé lymphohistiocytose hémophagocytaire (HLH).

Le MAS est une complication potentiellement mortelle qui peut étre primitive, par
mutation génique, ou secondaire résultant d’une exposition microbienne ou d’une pathologie
tumorale ou auto-immune (Filipovich, 2009). Le MAS est le résultat d’une activation continue
des macrophages a la suite d’un dysfonctionnement de la réponse inflammatoire (Bracaglia et
al., 2017; Filipovich, 2009). En plus d’une activation excessive de macrophages, ces syndromes
montrent une grande sécrétion de cytokines proinflammatoires entre autres 'interleukine [IL]-
18, VIL-06, '1L-18, le « fumor necrosis factor » [TNF] et I'interféron gamma [IFNy]) (Henderson
and Cron, 2020).

1.1.3 Déficience en XIAP

La déficience en XIAP (« X-linked inhibitor of apoptosis ») est un syndrome héréditaire
primaire qui a été caractérisé pour la premiere fois en 2006 par une dérégulation immunitaire,
notamment une auto-inflammation (Latour and Aguilar, 2015). Cette protéine exprimée de
maniere ubiquitaire est impliquée au niveau de différentes voies cellulaires et a comme role
principal d’inhiber I'apoptose de la cellule. Le syndrome auto-inflammatoire causé par une
mutation ou une délétion hémizygote du gene XIAP au niveau du chromosome X n’ayant pas

d’équivalent sur le chromosome Y. Cette déficience survient a une fréquence d’environ un a
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deux garcons par million (Mudde et al., 2021). Ceci se manifeste lorsque la mére est porteuse
de la mutation sans exhiber aucun symptoéme et que cette derniére transmet a son fils le
chromosome affecté. Etant une mutation récessive, ce garcon montrera divers symptomes lors
des premicres années de sa vie pouvant avoir une issue fatale dans certains cas. Le seul
traitement curateur est, actuellement, la greffe de cellules souches hématopoiétiques (Rigaud,
2010). Ainsi, une absence de fonction de la protéine entraine une inflammation accrue et une
auto-inflaimmation dans les cellules macrophagique, ou XIAP est habituellement exprimée

(Parackova et al., 2020).

Les phénotypes cliniques chez les patients varient beaucoup entre eux. Ceci est causé
par un concept de « gene modifier » ou un gene peut modeler 'expression de variants déléteres.
Ainsi, ils peuvent étre transmis différemment entre individus, causant une augmentation ou
une diminution de la sévérité de la maladie (Rahit and Tarailo-Graovac, 2020). Les symptomes
observés dans la majorité des cas sont des syndromes d’activation macrophagique (MAS), des
splénomégalies, des cytopénies, des hypogammaglobulinémies ou encore une susceptibilité
accrue a linfection par le virus de 'EBV dont les mécanismes sont encore flous (Tableau I)
(Latour and Aguilar, 2015; Mudde et al., 2021). Dans certains cas, il est aussi possible
d’observer une maladie inflammatoire chronique de l'intestin (MICI) se caractérisant par une
inflaimmation de la paroi du tractus intestinal résultant d’une réponse inflammatoire
inappropriée des cellules immunitaires, notamment les macrophages, pouvant s’apparenter a

la maladie de Crohn (Nielsen and LaCasse, 2017).

Tableau I : Prévalence des symptomes cliniques observés chez les patients déficients
en XIAP

Nombre total de patients 226

MAS 137 (61%)
Splénomégalie 108 (48%)
Cytopénie 48 (21%)
MICI 51 (23%)
Infections récurrentes 22 (10%)
Hypogammaglobulinémie 32 (14%)

Tiré de : (Mudde et al., 2021)
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1.2 Inflammation

1.2.1 Inflammasomes :

L’inflammation est un mécanisme de défense biologique essentiel a notre santé qui
peut étre de cause infectieuse ou non. Cette réponse inflammatoire ce fait suite a la rencontre
d’un stimuli nocif, tel un agent pathogene, des toxines, une brulure de la peau ou des cellules
endommaggées, et est étroitement régulée par le systeme immunitaire (Punchard et al., 2004).
Effectivement, la réponse du systtme immunitaire envers linflimmation consiste a
I'engagement d’une cascade de signalisation permettant 'activation des cellules immunitaires
innées. Ces cellules ont alors comme réle d’éliminer le stimulus en question et d’amorcer un
processus de guérison, comme la réparation des tissus endommagés et la résolution de
Iinflammation (Chen et al., 2018b). Ainsi, le systeme immunitaire inné est la premicre ligne de
défense mise en action lors d’'une infection et permet de répondre contre des signaux de
danger, comme des pathogenes ou des signaux de stress cellulaire. Outre la phagocytose et
activation du complément, une des stratégies mises en place par le systeme immunitaire inné
pour combattre les infections est la réponse 'inflammatoire. L’activation de cette réponse doit
étre optimale puisqu’une faible réponse inflammatoire mene a des infections persistantes ou
le systeme immunitaire est incapable de se défaire du pathogene. Ces infections persistantes
peuvent mener a des lésions cellulaires ou encore dans certains cas a diverses pathologies
tumorales. De plus, une trop grande réponse inflammatoire méne a des maladies auto-
inflammatoires, comme c’est le cas avec la déficience en XIAP (Guo et al., 2015). Ainsi, pour
une activation optimale de ces inflammasomes, des récepteurs de type PRR exprimés au niveau
des cellules immunitaires reconnaissent différents signaux de danger, permettant d’engager un

inflammasome spécifique pour une réponse immune dirigée envers le pathogene en question.

Parmi les PRRs existent les récepteurs de type NOD qui reconnaissent les PAMPs et
les DAMPs. Les récepteurs de cette famille, apres avoir reconnu leur ligand, permettent la
formation des inflammasomes, notamment les inflammasomes NLRP1, NLRP3, NLLRC4 et
AIM2. A titre d’exemple, inflammasome NLRP1 est formé suite a la reconnaissance d’une
toxine bactérienne (Bacillus anthrax), le NLRC4 s’assemble suite a la reconnaissance de
flagelline bactérienne, le AIM2 s’engage suite a la reconnaissance de TADN double brin viral
ou bactérien et le NLRP3 s’engage pour différents signaux de danger comme les cristaux

d’acide urique, la nigéricine ou la relache d’ATP par les cellules infectées (Zheng et al., 2020).
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La majorité des inflammasomes sont de types canoniques, c’est-a-dire que lorsqu’activés, ils
menent a activation de caspase-1 (Zheng et al., 2020). Cette enzyme a une implication majeure
dans la réponse inflammatoire par son action de protéolyse de cytokines proinflammatoires
(IL-18 et IL-18) et elle est aussi impliquée dans un mécanisme de mort cellulaire inflammatoire
programmée spécifique; la pyroptose. Les inflammasomes non canoniques ont pour leur part
recourt a d’autres caspases, notamment la caspase-8 et la caspase-11 (Jamilloux and Henry,

2013).

Les inflammasomes sont des plateformes protéiques qui s’assemblent au niveau du
cytosol a la suite d’'un stress cellulaire ou a une infection. Ils permettent la maturation de
cytokines proinflammatoires pour engager les défenses immunitaires. Leur dénomination est
basée sur le PRR qui est impliqué dans leur activation. La plupart des inflammasomes
canoniques sont formés de différentes protéines, tel un membre de la famille NLR, la protéine
« apoptosis-associated speck—like protein containing a CARD domain » (ASC) et la pro-caspase-1
(Figure 3, A). Ces protéines contiennent différents domaines leur permettant de se lier pour
former I'inflaimmasome. Les NLR sont généralement composés d'un domaine de liaisons
centrales des nucléotides et d’oligomérisation (NATCH) qui contient un domaine de liaison
nucléotidique (NBD). De plus, ils sont aussi composés d’un domaine CARD ou PYR au
niveau N-terminal et une répétition riche en leucine (LRR) au niveau C-terminal agissant
comme un capteur de signaux provenant de DAMPs ou PAMPs (Figure 3, A). Ainsi, lors de
lactivation de linflaimmasome, le domaine PYR de la protéine NLR va permettre une
interaction homotypique avec le domaine PYR de la protéine ASC. Ensuite, avec son domaine
CARD, la protéine ASC permet le recrutement de la pro-caspase-1 et 'assemblage final de
linflaimmasome (Kantono and Guo, 2017) (Figure 3, B). D’autres inflammasomes sont
indépendants des NLRs, par exemple l'inflammasome « absent in melanoma 2 » (AIM2) qui est

formé par la protéine AIM2, ASC et la pro-caspase-1.
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Figure 3 : Composantes protéiques des différents inflammasomes

Les inflammasomes canoniques sont formés du PRR qui I'active contenant des domaines
différents entre eux, ce qui rend chacun d’entre eux unique. La plupart des inflammasomes
NLR contiennent un domaine NBD pour la liaison nucléotidique, un domaine PYD
permettant U'interaction avec la protéine ASC et un domaine LRR reconnaissant les DAMPs
et les PAMPs. Autrement, ces inflammasomes contiennent tous la protéine ASC, avec ces
domaines PYD et CARD, en plus de la pro-caspase-1, contenant un domaine CARD.
Modifié a partir de : (Yaron, 2015)

Certains inflaimmasomes, comme NLRP1 et NLRP3 vont s’auto-oligomériser suite a la
reconnaissance d’un signal de danger via leur domaine NATCH (Latz et al., 2013). A la suite
de la liaison entre les protéines NLR et ASC, le domaine CARD de la protéine ASC met a
proximité les monomeres de la pro-caspase-1, permettant a celle-ci de s’auto-cliver et ainsi
devenir la forme active de la caspase-1. La liaison entre ces protéines forme ainsi un grand
complexe de signalisation. La caspase-1 a son tour clive de fagcon protéolytique différentes
cytokines incluant la pro-IL-18 et la pro-IL-18. Ceci mene a la sécrétion de cytokines
proinflammatoires via une voie de sécrétion non classique (Latz et al., 2013; Liu et al., 2017a).
La caspase-1 active est aussi en mesure de cliver d’autres protéines, comme la Gasdermin-D.
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(GSDMD). Lorsqu’activée, cette protéine permet la formation de pores au niveau de
la membrane cellulaire, permettant la sécrétion des cytokines inflammatoires et I'induction de

la pyroptose (Figure 4) (Heilig et al., 2018).
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Figure 4 : Assemblage de Pinflammasome suite a son activation

Apres la détection d’un ligand, la protéine NLR s’oligomérise permettant la liaison avec la
protéine ASC via leurs domaines PYR. Par la suite, la protéine pro-caspase est recrutée par la
protéine ASC a l'aide d’une interaction entre leurs domaines CARD menant a la formation
compléete de I'inflaimmasome. La pro-caspase peut ensuite s’auto-cliver pour donner forme a
une protéine protéolytique qui peut cliver différentes protéines comme des cytokines
proinflammatoires et la GSDMD. Suite a la formation de pores membranaires par la GSDMD,

les formes actives des cytokines peuvent étre relachées hors de la cellule.

Tiré de : (Jamilloux and Henry, 2013)

1.2.2 Inflammasome NL.RP3 :

L’inflammasome NLRP3 est 'inflammasome le mieux caractérisé a ce jour. La « NOD,
LRR- and pyrin domain-containing protein 3 » (NLRP3) est une protéine de type NLR contenant
un domaine extracellulaire ayant un motif LRR pour la détection du ligand et un domaine
NATCH pour T'activation du complexe de signalisation par oligomérisation dépendant de
I’adénosine triphosphate (ATP). L’activation de I'inflaimmasome NLRP3, qui nécessite deux

étapes, peut se faire en réponse a de nombreux stress cellulaires. Par exemple, 'inflammasome
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peut s’activer suite a la formation de pores dans la membrane plasmique (toxine bactérienne,
la GSDMD clivée, activation du complément), a la libération de cathepsines et de Ca®*
lysosomiaux dans le cytosol (amiante, silice, cristaux de cholestérol) ou encore a la perturbation

du fonctionnement mitochondrial (Groslambert and Py, 2018).

La premicre étape d’activation de I'inflammasome NLRP3 est appelée le « priming », et
consiste en laugmentation de la transcription génique de NLRP3. Celle-ci résulte de
Pactivation d'un PRR ou dun TNFR par des cytokines (exemple I'IL-18) ou un
PAMP/DAMP (Gritsenko et al., 2020a). L’exemple le plus commun est la reconnaissance
d’un lipopolysaccharide (LPS) par le récepteur TLR4 a la surface de cellules comme les
macrophages. La reconnaissance du stimulus permet d’activer une voie de signalisation
dépendante de la protéine MyD-88, activant par la suite le facteur de transcription NF-»B.
Maintenant active, cette protéine migre au noyau et induit la transcription de genes codant
pour I'inflammation, comme la pro-1L-1, la pro-IL.-18 ou encore la protéine NLRP3 (Guo et

al,, 2015).

La seconde étape, appelée activation, consiste a la reconnaissance par le PRRs
cytosolique NLRP3 de divers stimuli, tel la nigericine, ’ATP, des toxines bactériennes et
fongiques ou un dysfonctionnement mitochondrial (Liu et al., 2017a). Par contre, il est connu
que cet inflammasome n’agit pas directement avec ces agonistes, suggérant un intermédiaire
cellulaire commun qui fait encore 'objet de débat pour son identité (Kelley et al., 2019).
Comme mentionné plus tot, ceci permet différentes modifications post-transcriptionnelles et
changements de conformation du NLRP3. Effectivement, le NLRP3 doit étre déubiquitiné au
niveau des chaines 1.63 de son domaine LRR pat 'enzyme BRCC3 (« BRCA7/BRCA2-
containing complex subunit 3 »), ainsi que déphosphorylé au niveau de la tyrosine Y861 dans son
domaine LRR par la phosphatase PTPN22 (« protein tyrosine phosphatase non-receptor type 22 ») et
déphosphorylé au niveau de la sérine S5 de son domaine PYD (Vucic, 2018). Ces diverses
modifications permettent I'auto-oligomérisation du NLRP3 (Gritsenko et al,, 2020b). Le
NLRP3 pourra ensuite polymériser avec la protéine ASC par interaction avec leurs domaines
PYD. Le domaine de cette protéine permet séquentiellement le recrutement de la pro-caspase-
1 et éventuellement son auto-clivage. La caspase-1 active permet finalement de cliver la pro-
IL18 et la pro-IL18 ainsi que la GSDMD, dont le fragment N-terminal permettra la formation

de pores membranaires cellulaire aboutissant ultimement a la mort cellulaire pyroptotique

22



(Zhao and Zhao, 2020). Ceci permettra 'amorcement d’une réponse immunitaire et le
recrutement de cellules immunitaires, comme les neutrophiles et les macrophages, au site de

I'inflammation (Figure 5).
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Figure 5 : Activ

Lors de I'étape de « priming », le PRR a la surface cellulaire reconnait un signal de danger, ce
qui induit Pactivation de la voie NF-»B, menant a la transcription de cytokines
proinflammatoires, et de la protéine NLRP3. En réponse au premier signal, 'activation de
linflaimmasome se fait lors de la reconnaissance d’un deuxieme stimulus, permettant le
recrutement de la protéine ASC et de la pro-caspase-1. La caspase-1 une fois active clive ses
précurseurs, menant a la pyroptose et une sécrétion d’IL-13 et I’IL-18.

Tiré de : (McKee and Coll, 2020)

1.3 Apoptose

1.3.1 Introduction de 'apoptose :

La mort cellulaire est un processus biologique qui se produit normalement dans la
cellule et jusqu’a aujourd’hui, différents processus de mort cellulaire sont caractérisés, comme
I'apoptose, la nécroptose et la pyroptose. La grande différence entre ces types de morts
cellulaires dépend des stimuli externes/internes et des enzymes impliquées. L’apoptose, aussi
appelée la mort cellulaire programmée, est un processus essentiel qui peut étre déclenché par
différents stimuli, comme des dommages a ’ADN, certaines drogues, des agents infectieux,

I’hypoxie ou encore la radiation, ou simplement dans le cas ou la cellule n’est plus d’utilité. Ce
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processus physiologique permet de conserver ’homéostasie puisqu’il est en constant équilibre
avec la prolifération cellulaire. Ainsi, une grande quantité de cellules meurent chaque jour au
méme rythme des nouvelles cellules qui sont générées, permettant un bon développement
cellulaire, un fonctionnement adéquat du systeme immunitaire et encore Iélimination de
cellules endommagées et auto-réactives. Le mauvais fonctionnement de 'apoptose peut mener
a différentes maladies, tel le syndrome d’immunodéficience acquise (AIDS SIDA), des

maladies auto-immunes, des cancers, des infections virales et plus encore (Renchan et al.,

2001).

L’apoptose difféere de la nécrose, car cette derniére est un procédé non controlé
entrainant des modifications irréversibles, comme la perte d’'intégrité membranaire, qui est
toxique pour l'organisme. De plus, elle est différente de la pyroptose, qui est déclenchée en
réponse a des DAMPs ou PAMPs et dépend de I'inflammasome et de la caspase-1 (Gritsenko
et al., 2020b) (Tableau II). Dans le cas de la pyroptose, I'activation de la GSDMD permet la
formation de pores au niveau de la membrane plasmique, provoquant I'influx d’eau, le
gonflement cellulaire et éventuellement la lyse osmotique (Man et al., 2017). La rupture de la
membrane plasmique va permettre la sécrétion de substances proinflammatoires et le clivage
de PADN. La fréquence de la pyroptose semble corrélée avec I'importance de la stimulation

de I'inflammasome (Schroder and Tschopp, 2010).

Tableau II : Caractéristiques principales des différentes morts cellulaires

Caractéristiques principales Apoptose Nécrose Pyroptose

Condensation de la Oui Non Oui
chromatine/cytoplasme

Intégrité de PADN compromise Oui Out Out
Corps apoptotiques Oui Non Non
Perméabilisation membranaire Non Oui Oui
Augmentation de I'inflammation Non Out Out
Mort cellulaire programmée Oui Non Oui
Activation de caspases Oui (Caspases-2, Non Oui (Caspase-
-3,-6,-7,-8,-9) 1)

Tiré de : (Man et al., 2017; Su et al., 20106)
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Le fonctionnement optimal de l'apoptose requiert une étroite régulation faisant
intervenir 'activation de caspases spécifiques (les caspase-2, -3, -6, -7, -8, -9 et -10) (Kumar,
2007). Ces protéines sont des protéases dont la forme inactive, la pro-caspase, est clivée au
niveau d’un acide aspartique pour aboutir a la forme active. La caspase, une fois activée, peut
a son tour cliver une autre pro-caspase ou d’autres protéines cibles, engageant une cascade
protéolytique. Il est donc essentiel que I'activité protéolytique de ces protéines soit hautement
régulée pour éviter une trop grande ou trop faible activation de la voie apoptotique (Albert et

al., 2002).

11 existe deux voies apoptotiques; la voie extrinseque (la voie des récepteurs de mort)
et la voie intrinséque (la voie mitochondriale). Ces deux voies, bien que distinctes, sont liées
et peuvent s’influencer mutuellement. La voie extrinséque, pour sa part, implique des
récepteurs transmembranaires, comme les récepteurs de mort de la famille TNF, notamment
le TNFR1 («Tumor necrosis factor receptor 1 ») (Elmore, 2007). Les récepteurs TNFR1 et TNFR2
sont coexprimés sur les macrophages. Le TNF-a est une cytokine qui permet d’induire une
signalisation menant a des signaux contradictoires; un signal de survie par I'activation de la
voie NF-¥B induisant une réponse inflaimmatoire ainsi qu’un signal de mort incluant la
caspase-8 menant a 'apoptose et la nécroptose (Feoktistova et al., 2021). Pour sa part, le
TNFR1 est un récepteur membranaire contenant un domaine de mort dans sa partie
cytoplasmique qui permet la transmission du signal. I’engagement du TNFR1 par la
reconnaissance du TNF-a va permettre d’activer des voies apoptotiques ainsi que des voies
transcriptionnelles comme la voie NF-xB, la voie MAP kinase (MAPK) ou la transcription de
genes proinflammatoires (Wajant and Siegmund, 2019b). Le TNFR2 est aussi récepteur
membranaire qui a comme ligand le TNF-a et forme un hétérodimere avec le TNFR1.
Cependant, contrairement au TNRF1, il ne contient pas de domaine de mort, mais peut
recruter TRAF2. Cette protéine peut a son tour recruter TRAF1 ou encore les protéines
cellulaires inhibitrices d’apoptose 1 et 2 (cIAP1/cIAP2), permettant aussi d’activer la voie
NF-»B (Yang et al., 2019). La signalisation reliée au TNFR2 ressemble beaucoup a celui au
TNFRI1; les protéines TRAF1, cIAP1 et cIAP2 s’assemblent avec le récepteur et permet le
recrutement de LUBAC, mais de facon moins efficace que le TNFR1. A tire d’exemple,
lorsque le récepteur TNFR1 est engagé par son ligand, la protéine TRADD (« TINFR #pe 1-

associated death domain protein ») est recrutée au récepteur, permettant aussi le recrutement des
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protéines RIPK1 (« receptor interacting protein-1 ») et TRAF-2 (« TINF receptor-associated factor-2 »),
formant le complexe de signalisation I. Ce complexe permet alors une autre modification de
RIPK1 par ubiquitination de son site K627 sur son domaine de mort, menant ainsi a la
transcription de différents genes, notamment des cytokines proinflammatoires, via 'activation
de la voie NF-»B(Li et al., 2020). Par contre, lorsque la protéine RIPK1 n’est pas ubiquitinée,
la voie du TNF menera a la mort cellulaire. Les mécanismes précis permettant d’activer cette
vole sont encore inconnus, mais dans cette situation, le complexe de signalisation I migre dans
le cytoplasme (Li et al., 2020). Ceci permet le recrutement de la protéine FADD, RIPK3 et la
procaspase-8, formant le complexe de signalisation II, aussi appelé le ripoptosome (Wajant
and Siegmund, 2019a). La maturation de la procaspase-8 en caspase-8 permet par la suite
activation de lapoptose. Si cette maturation est impossible, la cellule va mourir par
nécroptose; une forme programmée de nécrose créant de 'inflammation (Figure 6) (Cabon et

al., 2013; Wajant and Siegmund, 2019a).

L’activation de I'apoptose par la voie intrinséque se fait par différents stimuli, mais
principalement lorsque la cellule est stressée ou endommagée. En résumé, la compromission
de I'intégrité mitochondriale permet le relargage de différentes protéines au niveau de I'espace
intermembranaire mitochondtial, comme le cytochrome ¢ et le Smac/DIABLO (Shanmugam
and Sethi, 2022). Ceci aboutit a la formation de l'apoptosome; un complexe formé du
cytochrome c, de la protéine Apaf-1 et de la pro-caspase-9 qui a comme fonction d’activer la
caspase-9 suivie de la caspase-3 et de la caspase-7, menant a Papoptose de la cellule (Rizzuto
and Mammucari, 2014). Cette voie apoptotique est régulée par une famille de protéines ayant
pour role d’inhiber I'apoptose. Dans cette famille se trouvent les protéines cIAP1 et cIAP2 et

la protéine inhibitrice d’apoptose liée au chromosome X (XIAP) (Albert et al., 2002).
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Figure 6 : Les voies apoptotiques extrinséques et intrinséques

Voie extrinseque : L’engagement du récepteur TNFR1 recrute principalement des protéines
TRADD, FADD et pro-caspase-8, permettant I'activation de cette caspase. La caspase-8 active
alors les caspases-3 et -7, menant a 'apoptose de la cellule. Voie intrinseque : Différents
stimuli, comme la radiation, déstabilisent la membrane mitochondriale, résultant en un
relargage de cytochrome ¢ et de Smac/DIABLO. 1l y aura alors formation de 'apoptosome
avec le cytochrome ¢, Apaf-1 et la pro-caspase-9. La caspase-9 active peut alors cliver les pro-
caspase-3 et -7 menant a 'apoptose de la cellule.

Tiré de : (Rebecca T. Marquez, 2013)

1.3.2 Protéines de la famille inhibitrice d’apoptose :

Les protéines de la famille inhibitrice d’apoptose sont exprimées aussi bien chez la
levure que chez les mammiferes et leur expression est ubiquitaire. Leur role premier est
I'inhibition de I'apoptose, mais elles sont aussi impliquées dans les processus de division
cellulaire ou de dégradation protéique par le protéasome (Lu et al., 2007). Parmi cette famille
se trouvent les protéines cIAP1, cIAP2 et XIAP. Ces protéines contiennent trois domaines

BIR, chacun au niveau de la portion N-terminale, qui sont responsables de I'inhibition de
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I'apoptose en plus d’un domaine RING finger au niveau de la portion C-terminale qui agit en
tant que E3 ubiquitine ligase, pouvant méme s’auto-ubiquitiner dans le cas de XIAP et de
cIAP1. Les protéines de cette famille sont aussi connues pour leur implication au niveau de
différentes voies de signalisation intracellulaires, comme la voie NF-xB ou la voie des kinases

c-Jun N-terminale (JNK) (Galban and Duckett, 2010b).

L’inhibition de 'apoptose peut se faire de manicre directe ou indirecte. En tant qu’E3
ubiquitine ligase, les cIAP1 et cIAP2 vont inhiber P'apoptose de fagon indirecte, en
ubiquitinant leur substrat. Comme énoncé précédemment, lorsque le TNFR1 s’engage en
raison de la reconnaissance a son ligand, différentes protéines y sont recrutées et forment les
complexes de signalisation I et II, permettant finalement la mort par apoptose de la cellule.
Les cIAPs, lorsque recrutés au complexe de signalisation I, ont pour réle d’ubiquitiner la
protéine RIPK1, créant ainsi un site de liaison pour LUBAC. Ceci permet ainsi d’inhiber
I'apoptose de la cellule en engageant la voie MAPK ainsi que la voie NF-xB, ayant comme
résultat la transcription de génes de survie et de geénes proinflaimmatoires. Ainsi, en absence
des cIAPs, le complexe de signalisation II, incluant la pro-caspase-8, pourra étre recruté

menant a Papoptose de la cellule (Wajant and Siegmund, 2019¢).

Dans le cas de XIAP, un de ses roles principaux est d’inhiber 'apoptose en agissant
directement sur les caspases, contrairement aux cIAP1/2. Pour ce faire, XIAP se lie sur le site
actif des caspases-3 et -7 a 'aide de son domaine BIR2 et peut se lier, avec son domaine BIR3,
sur le site actif de la caspase-9, ayant ainsi comme effet d’inhiber le role apoptotique de ces
protéines en empéchant leur homodimérisation les rendant actives (Figure 7) (Vucic, 2018).
Lors de I'induction de 'apoptose, la fonction de XIAP est inhibée par la protéine SMAC qui
interagit avec les domaines BIR2 et BIR3 de XIAP, permettant la libération des caspases
(Galban and Duckett, 2010b). Parmi ses autres roles, XIAP peut agir sur différentes voies de
signalisation immunitaires a ’aide de ses domaines BIR qui peuvent interagir avec des IAP-
binding motif (IBM), ou encore avec son domaine UBA permettant sa liaison a des protéines
ubiquitinées. Son domaine RING a pour sa part une fonction E3 ubiquitine ligase permettant

la dégradation de certaines protéines cibles par le protéasome (Yang and Li, 2000).
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Figure 7: Role des différents domaines de la protéine XIAP

Les domaines BIR de la protéine XIAP sont impliqués au niveau de I'inhibition directe des
caspases, tandis que ses domaines UBA, BIR1 et RING sont impliqués au niveau de la voie
de signalisation NF-xB. Finalement, son domaine RING joue aussi un role d’E3 ubiquitine
ligase.

Tiré de : (Mudde et al., 2021)

1.3.3 Roles et fonctions cellulaires de XIAP

Les fonctions de la protéine XIAP sont impliquées dans de multiples voies de
signalisation cellulaires se rapportant a I'inflaimmation et apoptose. Effectivement, cette
protéine est notamment impliquée au niveau de la voie mitochondriale, de la voie des
récepteurs de morts (INF) et lors de la reconnaissance d’un motif moléculaire. Bien qu’il soit
clair que cette protéine y joue un role clé, les cascades de signalisation dont elle fait partie sont

complexes et encore mal connues aujourd’hui.

L’activation de la voie mitochondriale se fait par la reconnaissance d’un stress cellulaire,
notamment le stress oxydatif, la radiation ou encore le stress génotoxique. Le stress cellulaire
cause l'activation et la modification transcriptionnelles des protéines de la famille Bcl-2,
comme les protéines Bax et Bak (Redza-Dutordoir and Averill-Bates, 2016). Ces protéines
vont alors s’oligomériser au niveau de la membrane mitochondriale externe, permettant une
augmentation de la perméabilité membranaire interne et externe ainsi qu'un gonflement
osmotique de la matrice mitochondriale (Pefia-Blanco and Garcia-Saez, 2018). Ainsi, la
mitochondrie libérera différentes protéines, comme le cytochrome c, 'endonucléase G et le
Smac/DIABLO. Lotsque le cytochrome ¢ se trouve dans le cytosol, il forme un complexe

avec la protéine Apaf-1 (« apoptotic protease activating factor-1 ») et la pro-caspase-9; 'apoptosome.
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Ceci permet alors I'activation de la caspase-9 qui va a son tour activer les caspases-3, -6 et -7
menant a Papoptose de la cellule (Chen et al., 2018a). Dans le but d’inhiber I'apoptose, la
protéine XIAP se lie sur les domaines actifs des caspases-3, -7 et -9, mais la protéine
Smac/DIABLO a comme réle de séquestrer XIAP, permettant la libération des caspases
(Figure 8). Une autre méthode utilisée par XIAP pour inhiber apoptose est de dégrader les
protéines Smac et Bcl-2. Effectivement, a I'aide de son domaine RING lui conférant une
activité E3 ubiquitine ligase, XIAP pourrait médier la dégradation de Smac et Bcl-2 par le

recrutement d’endolysosomes et de protéasomes respectivement (Chen et al., 2018a).
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Figure 8 : Activation de I’apoptose par la voie mitochondriale

Un stress cellulaire permet d’activer les protéines Bax/Bak, menant a une perméabilisation de
la membrane mitochondriale. Ceci induit alors le relachement du cytochrome c¢ et de la
protéine Smac au niveau du cytosol. Il y aura alors formation de 'apoptosome (cytochrome c,
procaspase-9 et Apaf-1) permettant I’activation de la caspase-9, suivi des caspases-3 et -7. Dans
le but d’inhiber 'apoptose, XIAP a comme role de se lier aux caspases. Par contre, la protéine
pro-apoptotique Smac libérée par la mitochondrie permet de séquestrer XIAP, libérant ainsi
les caspases menant a ’'apoptose de la cellule.

Tiré de : (Tait and Green, 2013)
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La protéine XIAP est aussi impliquée au niveau de la voie des récepteurs de mort, soit
la voie du TNF. Comme exposé auparavant, 'engagement du TNFR1 par son ligand TNF- «
permet I'activation d’une voie apoptotique avec la formation du ripoptosome, mais aussi d’une
voie inflammatoire avec la transcription de cytokines proinflaimmatoires (Wajant and
Siegmund, 2019a). Suite a 'engagement de la voie des récepteurs de mort, XIAP a un effet
anti-apoptotique sur celle-ci en inhibant le ripoptosome. Effectivement, XIAP se lie sur
RIPK1 et 'ubiquitine de fagon inhibitoire dépendamment de RIPK3. Ainsi, lorsque XIAP est
délété, il y aura recrutement des protéines RIPK1, FADD et caspase-8 menant a la formation

du ripoptosome, permettant la mort cellulaire par apoptose (Marivin et al., 2012).

Finalement, la protéine XIAP est grandement impliquée au niveau de la voie des PRRs
lors de la reconnaissance d’un motif moléculaire. Comme mentionné plus tot, les récepteurs
de type NLR et TLR reconnaissent différents substrats, notamment le MDP et le LPS
respectivement. Tout d’abord, lorsque leur ligand active les récepteurs NOD1 et NOD2, ils
vont s’oligomériser et recruter les protéines RIPK2, cIAP1, cIAP2 et XIAP (Damgaard et al.,
2013). XIAP va alors ubiquitiner avec son domaine RING la protéine RIPK2, permettant de
recruter LUBAC au récepteur et menant aussi a I'activation de la voie MAP kinase et a la
transcription du facteur NF-xB (Figure 9). L’activation de ces voies permet ultimement la
transcription de genes proinflammatoires, de linflammasome NLRP3 et la sécrétion de

cytokines proinflammatoires, menant a la survie de la cellule (Mudde et al., 2021).
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Figure 9: Implication de la protéine XIAP lors de reconnaissance d’un motif

moléculaire par le récepteur NOD

Suite a la reconnaissance du MPD par le récepteur NOD2, la protéine RIPK2 (RIP2) sera
recrutée au récepteur et ubiquitinée par la protéine XIAP. Ceci permet le recrutement de
LUBAC au récepteur et l'activation des voies MAP kinase et NF-xB. Sans le bon
fonctionnement de XIAP, il serait impossible de générer la sécrétion de cytokines
proinflammatoires.

Tiré de : (Goncharov et al., 2018)

La protéine XIAP est également impliquée lors de la reconnaissance d’un motif
moléculaire par les récepteurs TLR, notamment le TLR4 suite a son engagement par le LPS.
En effet, 'activation de la signalisation du TLR4 permet le recrutement non seulement de
molécules de la voie de signalisation NF-KB (MyD88 et TRIF), mais également dans certaines
circonstances, des protéines nécroptotiques RIPK1 et RIPK3 (Pilsson-McDermott and
O'Neill, 2004). XIAP est capable d’ubiquitiner RIPK3, inhibant le processus nécroptotique et
activant la voie NF-»B. En absence de XIAP, il y aura formation du ripoptosome, menant a
la fois a la nécroptose de la cellule et a 'activation de I'inflammasome NLRP3, qui peut mener
a la pyroptose suite a une augmentation de 'inflammation entrainée par 'activation de la
caspase-1 et 'IL-18 (Figure 10) (Knop et al., 2019). XIAP est aussi impliquée directement dans
Iactivation de la voie NF-xB. Effectivement, a I'aide de son domaine BIR1, XIAP liec la
protéine TAB1, formant un complexe avec TAK1 et TAB1. XIAP peut alors ubiquitiner

TAKI1 et Iactiver, permettant a cette derniere d’activer a son tour la kinase Iux, menant a la
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phosphorylation de la protéine IxBa (Lu et al., 2007). Cette protéine, qui normalement
séquestre le NF-»B au niveau du cytosol, sera dégradée et le relachera. Il se fera alors
phosphoryler, permettant sa translocation au noyau et l'activation de la transcription de

différents genes, comme ceux codant pour les cytokines proinflammatoires (Liu et al., 2017a).
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Figure 10 : Implication de la protéine XIAP lors de reconnaissance d’un motif

moléculaire par le récepteur TLR4

Lorsque XIAP est présent suite a 'engagement du TLR4, il est responsable de 'ubiquitination
de RIPK3 ce qui permet I'activation de la voie le NF-»B et la survie de la cellule. Sans son bon
fonctionnement, il y aura formation du ripoptosome et éventuellement Iactivation de
I'inflaimmasome NLPR3 et 'apoptose de la cellule.

Tiré de : (Lawlor et al., 2015)

1.4 Projet de recherche :

La régulation de I'inflammation et de 'apoptose est un processus hautement régulé au
niveau cellulaire. Différentes protéines y jouent un role essentiel et sans leur bon
fonctionnement, il est possible d’observer des syndromes auto-inflammatoires chez les
patients. C’est le cas avec la protéine XIAP, exprimée au niveau de cellules immunitaires
comme les macrophages, qui est impliquée au niveau de différentes voies de signalisation
inflammatoire avec son role anti-apoptotique. L.a mutation ou la perte de fonction du gene qui
code pour cette protéine conduit a un déficit en XIAP, pouvant étre considérée comme une

maladie auto-inflammatoire. Cependant, les mécanismes précis par lesquels ce déficit induit
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un syndrome auto-inflammatoire ne sont pas définis et aucun modele cellulaire macrophagique
n’existe comprenant une délétion de ce gene. Ainsi, le but de mon projet est de caractériser
une lignée cellulaire de monocytes/macrophages comportant une délétion au niveau du géne

XILAP reflétant un syndrome auto-inflammatoire observé chez les patients.

Pour ce faire, différentes lignées cellulaires de monocytes/macrophages THP1 ont été
générées. Premiérement, une lignée XIAP"C a été créée par édition génique utilisant la
technique CRISPR-Cpfl. Deuxiemement, différents isoformes de XIAP, une comportant
délétion du domaine Ring (XIAP**™), une autre présentant une mutation dominante dans ce
méme domaine (XIAP DN4) et une forme de XIAP sauvage (Wild-Type ou WT), ont été

exprimées dans la lignée XIAPK® par transduction lentivirale.

L’hypothése est qu’en fabricant ces différentes lignées cellulaires, il sera possible
d’observer que notre modele de déficience en XIAP affiche un état hyperinflammatoire

combiné a une mort cellulaire accrue.

Le but de mon projet a été de de caractériser la réponse inflammatoire et la mort
cellulaire par apoptose survenant dans ces différentes lignées cellulaires en évaluant le niveau
de sécrétion d’IL-1B et celui de la lactate déshydrogénase (LDH) lors d’induction de stress au
niveau cellulaire. Ceci nous permet de préciser la fonction de XIAP dans la régulation de la

réponse inflammatoire et la mort cellulaire dans les cellules phagocytaires.
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2. Matériel et méthodes

2.1 Culture cellulaire

Les cellules THP-1 humaines sont maintenues au compte de 0,2x10° cellules/mL. 2
1x10° cellules/ml. dans un milieu complet de RPMI 1640 (GIBCO, Thermofisher Scientific)
additionné de 10% de sérum de veau feetal (SFV) (MULTICELL Technologies), de 1% de
Pénicilline et Streptomycine (Pen/Strep GIBCO, Thermofisher Scientific), de 0,01%
d’HEPES (GIBCO, Life technologies) ainsi que 0.05 mM de 2-mercaptoethanol (Sigma-
Aldrich). Ces THP-1 proviennent de /’American Type Tulture Collection (ATCC) (ATCC-TIB-
202) et elles sont sous-cultivées tous les trois/quatre jours. Pour ce faire, les cellules sont
centrifugées a 400g pour 5 min, puis le culot de cellules est resuspendu dans 20 mL. de milieu
frais. Lors de la différenciation des monocytes en macrophages, une concentration de 100

ng/mL de PMA (Sigma-Aldrich) est utilisée pendant 48h.

Les cellules HEK293T humaines provenant d’ATCC sont maintenues a confluence
maximum de 90% dans des pétris 10 cm contenant un milieu de DMEM (GIBCO,
Thermofisher Scientific) additionné de 10% de sérum de veau feetal (MULTICELL
Technologies). Elles sont cultivées tous les trois/quatre jours. Pour ce faire, 3mL de trypsine-
EDTA (GIBCO, Thermofisher Scientific) est ajoutée, puis incubé 2 minutes a 37 degrés. Les
cellules sont ensuite récupérées et centrifugées a 400g pour 5 min, puis une fraction du culot

est resuspendu dans 10 ml de milieu frais.

2.2 CRISPR/Cpfl

Un complexe CRISPR a été fait, composé du guide ctARN XIAP" (séquence cible :
CCTTAGACAGGCCATCTGAGACA, synthétisé chez IDT) (20 nmol/ul), de la protéine
Cpfl (Casl12) (40 pmol/ul) et de 2,5 pl de PBS. Ce complexe a été incubé 20 minutes a
température piece avant d’étre ajouté aux cellules wild type (WT) THP1 (0,5x10° cellules/ml),
puis le tout a été électroporé a 'aide de la L.onza Nucleofector 2b. Les cellules électroporées
sont mises en culture et un essai de T7ENT est effectué. Ainsi, les cellules sont lysées avec du
DNAZzol (Thermofisher Scientific) au nombre de 0,5x10° cellules dans le but d’extraire PADN
afin d’amplifier la région codante de XIAP au niveau des THP-1 muté et WT par PCR a l'aide
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de la Taq Platinum (Thermofisher Scientific) avec les amorces suivantes : XIAP_F (5> GCA
CGA GCA GGG TTT CTT TA 3’) et XIAP_R (5’ CTG CCA TGG ATG GAT TTC TT 3)
(Tableau III). La taille de 'amplicon a été vérifiée sur gel d’agarose 1% par migration a 100
volt pour 30 minutes pour valider 'absence de la séquence d’ADN de XIAP au niveau des
cellules mutées. Ensuite, 5 ul du produit PCR de PADN muté est mélangé a 5 pl du produit
PCR de FADN WT. Ceci est ajouté a 2 ul du NEB buffer 2 (New England BioL.abs) et 7 ul
d’eau pour dénaturer et réhybrider PADN dans ces conditions : 95°C 10 minutes, 85° 2
minutes, 85°C 1 minute, 75°C 1 seconde, 75°C 1 minute, 65°C 1 seconde, 65°C 1 minute,
55°C 1 seconde, 55°C 1 minute, 45°C 1 seconde, 45°C 1 minute, 35°C 1 seconde, 35°C 1
minute, 25°C 1 seconde, 25°C 1 minute, 4°C. Par la suite, 1 pl de 'endonucléase T7 (New
England BioLabs) est ajouté au mélange et incubé a 37°C pendant 30 minutes. Les bandes
d’ADN sont révélées par électrophorese sur un gel d’agarose de 1,5% pour vérifier la présence
de doubles bandes d’ADN au niveau des cellules mutées suite au clivage de PADN par la T7

aprés avoir reconnu une mutation dans celle-ci.

Tableau III : Programme d’amplification XIAP

Etapes Température Temps Nombre de cycle
(°C) (secondes)
Dénaturation 94 15 1
Hybridation 58 17 1 40x
Elongation 68 20 1
Conservation 4 00 1

Les cellules électroporées sont ensuite placées en dilution limite dans le but d’avoir 1
cellule par puit contenant 100 pl de milieu de culture dans une plaque 96 puits. Trois semaines
plus tard, les clones sont transférés dans une plaque 24 puits contenant 1 ml. de RPMI
complémenté et au bout de trois autres semaines, ces clones sont transférés dans une plaque
6 puits contenant 3 mL. de RPMI. Pour sélectionner les clones ayant la délétion génique de
XIAP, une extraction d’ADN est effectuée ainsi qu'un essai de T7EN1, comme mentionné
plus tot. Les clones montrant la délétion génique sont tous envoyés au séquencage SANGER

confirmant le génotype.
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2.3 Génération de lignées cellulaires par transtection lentivirale

Des cellules HEK 293T sont transfectées avec les plasmides pMD2.VSVG et pS-
PAX2 pour une production lentivirale, ainsi qu’avec les vecteurs PLVX-XIAP-DeltaRING
PGK, PLVX-XIAP-DN H467A PGK ou encore pLenti FLAG3X XIAP en utilisant 60 ul de
Lipofectamine 2000 (Thermofisher Scientific, Invitrogen). Le milieu de culture contenant la
production virale est récolté et filtré 48h suite a la transfection au travers de filtres 0,22 pm.
Les cellules THP-1 cibles sont ensuite infectées au nombre de 0,5 x 10° cellules/ml avec 500
ul de virus et 1,5 pl de protamine sulfate (concentration finale de 5 pg/ml) dans un volume
total de 3 mL. de RPMI. 72h apres Iinfection, les cellules sont sélectionnées a I'aide de

puromycine (2,5 ng/ml, Sigma-Aldrich) pour les lignées cellulaires A-Ring et DN4 H467A.

Tableau IV : Lignées cellulaires générées selon les plasmides utilisés

Lignée cellulaire Plasmide
DN4 H467A PLVX-XIAP-DN H467A PGK
A-Ring PLVX-XIAP-DeltaRING PGK
Rescue pLenti FLAG3X XIAP

2.4 Bssai de sécrétion des macrophages THP-1

Aprés 48h de différenciation des THP-1 (0,2x10° cellules/ml) utilisant la PMA (100
ng/ml, Sigma-Aldrich P1585) avec Iajout de différents inhibiteurs de l'inflammasome tel
P'anakinra (Sobi), MCC950 (Invivogen), YVAD (Cayman chemical), pan-caspase, la cytokine
I1.-1B est mesurée au niveau du surnageant des cellules contrdles, XIAP*?, DN4 H467A, A-
RING et rescue a 'aide de la trousse ELISA IL-18 humain (88-7261-88). Cette trousse

provient de ThermoFisher Scientific et ont été utilisées selon le manuel du manufacturier.

2.5 Immunobuvardage

Les cellules sont lysées a une concentration de 0,2x10° cellules/mL dans un tampon
RIPA (150 mM NaCl, 50 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA, 1% Triton) avec 'ajout de
phosphatase inhibiteur 50 x (Roche) et de protéase inhibiteur 20 x (Roche). Les protéines sont
séparées sur gels SDS-polyacrylamide de 8% ou 12% et transférées par la suite sur membrane

de PVDF (Biorad Laboratories). L.a membrane est bloquée avec 5% de sérum d’albumine

37



bovin (BSA, Bioshop Canada Inc.) dans du PBS Tween (PBS contenant 0,01% Tween 20)

pendant 30 minutes avant d’ajouter 'anticorps primaire dilué dans la solution de blocage toute

la nuit a 4 degrés. Par la suite, anticorps secondaire est dilué dans du PBS-lait (PBS contenant

5% de lait écrémé en poudre) et est ajouté a la membrane pendant 45 minutes a température
p ] p p

piece. La membrane est finalement lavée 3 fois pendant 5 minutes avec du PBS Tween apres

les incubations des anticorps primaires et secondaires. La lecture est faite par détecteur de

luminescence.

Les anticorps primaires utilisés sont : FLAG: (dilution 1 :5000, Sigma M2, F1804),
GAPDH (dilution 1 :5000, EMD Millipore Cotp, MAB374) et XIAP (dilution 1 :3000, BD
transduction Laboratories, 610716). Les anticorps secondaires utilisant le systeme de
chemiluminescence (ECL) sont: M-Goat Anti-Mouse IgG HRP conjugate (dilution 1 :5000,
Biorad Laboratories, 1706516) R-Goat Anti-Rabbit IgG HRP conjugate (dilution 1 :5000,

Biorad Laboratories, 1706515). Le signal protéique est ensuite révélé par luminescence.

2.6 LDH assay

Des cellules THP-1 sont mises en différenciation a 'aide de PMA a une concentration
de 0,01x10° cellules/ml. Aprés 48h, les surnageants des cellules contrdles, XIAP*® sont
récoltés pour la détection de la lactate déshydrogénase (LDH). La trousse provient de

ThermoFisher Scientific et a été utilisée selon le manuel du manufacturier.

2.7 Essai de I'activité transcriptionnelle des genes I1L-13, TNF-o, I1.-6 et NLRP3
par qPCR

Aprés 48h de différenciation des THP-1 (0,2x10° cellules/ml) utilisant la PMA, ’ADN
complémentaire est produit a 'aide du SuperScript I1I Reverse Transcriptase (Thermo Fisher
Scientific) suite a 'extraction de PARN des cellules en utilisant le RNeasy mini Kit (Qiagen)

selon le manuel du manufacturier. La qPCR a été faite a I'aide de la Reverse Transcriptase M-

MLV (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) (Tableau V et Tableau VI).

38



Tableau V : Séquences d’amorce utilisées pour les différentes réactions de qPCR

Amorces Séquences
IL-1B8_F 5-CTG CTC TGG GAT TCT CTT CAG-3’
IL-1 B_R 5-ATC TGT TTA GGG CCA TCA GC-Z
IL-6_F 5-CCA CTC ACC TCT TCA GAA CG-3’
IL6_R 5-CAT CTT TGG AAG GTT CAG GTT GC-3
TNF-a_F 5-CAG CCT CTT CTC CTT CCT GAT -¥
TNF-o_R 5-GCC AGA GGG CTG ATT AGA GA-Z
NLRP3_F 5-CAC CTG TTG TGC AAT CTG AAG-3
NLRP3_R 5-GCA AGA TCC TGA CAA CAT GC-3

Tableau VI : Programme d’amplification qPCR

Etapes Température Temps Nombre de cycle
(°C) (secondes)
Dénaturation initiale 95 120 1
Dénaturation 95 15 1
Hybridation 60 60 1
Elongation 60-95 300 1
Conservation 4 o0 1
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3. Résultats

3.1. Génération des lignées cellulaires nécessaires au projet

La premiere étape du projet consiste a créer des lignées cellulaires
monocytaires/macrophagiques permettant étude fonctionnelle de la protéine XIAP. Tout
d’abord, j’ai créé une lignée cellulaire monocytaire THP-1 XIAP®? 2 laide du systéeme
CRISPR/Cpfl (Figure 11, A). Pour ce faire, des cellules THP-1 ont été électroporées avec un
complexe nucléoprotidique contenant 'enzyme Cpfl et dun guide ctARN XIAP"®,
permettant entrer de ce complexe dans la cellule pour éditer le géne XLAP. Suite a cela, un
test T7TENT est effectué¢ sur PADN cellulaire. Cette enzyme reconnait les wismatchs au niveau
de PADN et la clive a cet endroit, montrant une jonction d’extrémités non homologues
(NHE)) de TADN suite a I'induction d’une mutation. II est alors possible d’observer suite a
une migration sur gel d’agarose deux bandes d’ADN correspondant a la longueur de XIAP
clivé en deux, montrant que ces cellules sont mutées. Ainsi, les cellules mutées sont mises en
dilution limite, ce qui consiste a mettre dans une plaque 96 puits 1 cellule par puit dans le but
que plusieurs clones grossissent. Une fois 'obtention des clones, un deuxieme test T7ENT est
effectué et les clones montrant une coupure d’ADN sont envoyés au séquencage. Il a été
possible de valider la présence d’'une délétion entrainant la formation d’un codon stop au
niveau du géne XIAP. Par la suite, les lignées XIAP"™ XIAPARNG ot XTAPYT ont été
générées par transduction lentivirale a I'aide de plasmides contenant les isoformes de la
protéine XIAP suivante : une isoforme comportant une la mutation dominante négative
H467A inhibant la fonction ubiquitine ligase de la protéine (XIAP™™) (Wilkinson et al.,
2004), une isoforme tronquée du domaine RING (XIAPA*NC) et une isoforme sauvage de
XIAP (XIAPYY). Toutes ces protéines expriment également un Tag FLAG congu facilitant
leur détection (Figure 11, B). Une fois générées, j’ai pu valider ces lignées en analysant par
immunobuvardage 'expression ou non des différentes protéines par utilisant d’anticorps

spécifiques reconnaissant directement XIAP ou son tag FLAG (Figure 11, C).
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Figure 11: Production de lignées cellulaires par édition génique CRISPR/Cpfl et
transduction lentivirale

A) Electroporation de cellules THP-1 avec une nucléase CRISPR-Cpfl complexée avec un
guide ARN spécifique ciblant le premier exon de XLAP. B) Schéma de la production lentivirale
avec des plasmides contenant la séquence sauvage (“wild type”) de XLAP, une mutation
dominante négative ou délétion du domaine RING. C) Expression de la protéine XIAP

¢évaluée par western blot au niveau des différentes lignées cellulaires. D) Résultat du
séquencage SANGER du clone THP1 XIAP*-30.

Il est possible de constater que la lignée XIAP*” ainsi que la lignée scramble ne
montrent aucune bande au niveau de 'anticorps anti-XIAP (57 kDa), tandis que la lignée
controle ainsi que les lignées transduites par lentivirus dévoilent une bande au niveau de cet
anticorps. De plus, on remarque que les lignées XIAPY" et XIAP**™ présentent une bande
au niveau de l'anticorps anti-XIAP de plus forte intensité que celui de la lignée contrdle. Je
détecte également une bande a la taille de 57kDa avec I'anticorps anti-FLAG dans les lignées
transduites avec les lentivirus codant pour les protéines XIAPY", XTAP™ 7" et XIAP*"™C, ainsi
qu’une bande a la taille de 37 kDa avec 'anticorps GAPDH comme controle de charge (Figure
11, C). Finalement, les résultats de séquencage SANGER montrent que le clone 30 a une

délétion de deux nucléotides (Figure 11, D).
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3.2 Caractérisation des lignées cellulaires

Tout d’abord, suite aux résultats de I'immunobuvardage montrant entre autres des

bandes de fortes intensités pour la lignée XIAP**™N¢

, une lignée cellulaire comportant une
surexpression du gene XIAP est généré. Cette lignée est faite par transduction lentivirale ou le
plasmide contenant le gene XIAP utilisé plus tot est inséré au niveau de cellules controle THP-
1 et elle a pour but d’évaluer si une surexpression de la protéine peut accentuer le phénotype
d’hyperinflaimmation. Pour valider la lignée, un immunobuvardage est effectué avec les

anticorps anti-XIAP et anti-FLAG (Figure 12, A) ainsi qu’un essai de sécrétion d’IL-1B évalué
par ELISA a la suite d’une différenciation a la PMA (Figure 12, B).
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Figure 12: Effet de la surexpression de la protéine XIAP sur 'inflammation

A) Expression de la protéine XIAP évaluée par western blot au niveau des différentes lignées
cellulaires. B) La sécrétion d’IL-1§3 est mesurée par ELISA a la suite d’une différentiation en
macrophages en utilisant de la PMA (10 ng/ml). Les batres d’etreur représentent la
distribution de type SEM et un test de type One-way ANOVA a été utilisé pour faire les
statistiques (*** p<0,001 ; ns non-significatif; N=2).

On peut voir que seulement la lignée XIAP*® montre une absence de signal au niveau
de Panticorps anti-XIAP et que la lignées XIAPY" tout comme la lignée controle transduite
avec XIAP montent une bande de plus forte intensité pour lanticorps anti-XIAP
comparativement aux cellules controles. En plus, toutes les lignées montrent une bande au
niveau de 'anticorps de charge GAPDH (Figure 12, A). Finalement, on remarque que la lignée
contrble transduite avec XIAP, suite a une différenciation a la PMA, ne montre aucune
différence significative de la sécrétion d’IL-183 lorsque comparé aux cellules controles (Figure

12, B).
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Suite a la validation des lignées cellulaires par immunobuvardage, il a été possible de
commencer la caractérisation fonctionnelle de celles-ci. Tout d’abord, les différentes lignées
cellulaires sont mises en différenciation (de monocytes a macrophages) en présence de 10
ng/mL de PMA sans aucun inhibiteur (Figure 13, A) ou avec différents inhibiteurs de la
réponse inflammatoire : I'anakinra qui est un antagoniste du récepteur d’IL-18 bloquant la
boucle de rétroaction positive, le MCC950 qui est un inhibiteur de NLRP3, 'YVAD qui inhibe
la caspase-1 et le Z-VA-DL-D(OMe)-FMK qui est un inhibiteur pan-caspase (Figue 13, B). La
sécrétion d’IL-18 est mesurée par ELISA dans le surnageant des THP-1 48H apres 'induction
de la différentiation. Ensuite, la mort cellulaire est évaluée en mesurant la quantité de lactate
déshydrogénase (LDH) dans le milieu de culture, un enzyme sécrété hors de la cellule lorsque
celle-ci meurt. J’ai également effectué le test LDH sur les lignées différenciées controle et
XIAP* suite a une stimulation de 2 heures au LPS comme premier signal d’activation de

I'inflammasome (Figure 13, C).
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Figure 13 : Le déficit en XIAP semble activer 'inflammasome NLRP3 dans les

macrophages THP-1 de maniére indépendante de Pactivité ubiquitine ligase de
XIAP.
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A) La sécrétion d’IL-183 est mesurée par ELISA a la suite d’une différentiation en macrophages
des différentes lignées en utilisant de la PMA (10 ng/ml). Les barres d’erreur représentent la
distribution de type SEM et un test de type One-way ANOVA a été utilisé pour faire les
statistiques (*** p<0,001; ns non-significatif ; N=3) B) La sécrétion d’IL-1@ est mesurée par
ELISA suite a une différentiation en macrophages utilisant de la PMA (10 ng/ml) et différents
inhibiteurs; anakinra (400 ng/ml), MCC950 (5 pM), YVAD (10 uM) et pan-caspase (5 mg/ml).
N=1 C) Le pourcentage de mort cellulaire est mesuré par un assay LDH sur des macrophages
différenciés avec de la PMA (10 ng/ml) pendant 48h avec ou sans anakinra (400 ng/ml).
Ensuite, le milieu de culture est changé et les cellules sont stimulées au LPS pendant 2 heures
(1 pg/ml) avec ou sans anakinra (400 ng/ml). N=1

On peut s’apercevoir que la sécrétion d’IL-1B par les macrophages XIAP*® est plus
importante que celles des autres lignées cellulaires macrophagiques et que la réexpression de
la forme sauvage de XIAP dans les cellules XIAP* permet une diminution significative la
séerétion de cette cytokine suggérant que lactivation excessive de linflimmasome est
effectivement liée a 'absence d’expression et de fonction de XIAP (Figure 13, A et B) et
semble indépendante de son activité ubiquitine ligase. De plus, on remarque une nette
diminution de la sécrétion d’IL-1B lorsque la différentiation des monocytes XIAP* en
macrophages est effectuée en présence d’anakinra, MCC950, YVAD et de I'inhibiteur pan-
caspase. (Figure 13, B). Ceci démontre que la sécrétion de I'IL-13 est bien dépendante de
I'inflammasome NLRP3 (voir 'effet du MCC950), de son substrat la Caspase 1 (voir effet de
YVAD) et que la sécrétion d’IL-1f joue un role prépondérant dans la persistance du processus
inflammatoire par une action auto/paractine (voir Ueffet de I'anakinra). Finalement, on
temarque dans toutes les conditions que la lignée XIAP"® manifeste un plus grand
pourcentage de mort cellulaire comparativement a la lignée controle (Figure 13, C). Cette mort
cellulaire semble étre plus secondaire a un processus d’apoptose que de pyroptose au vu de

I'absence d’effet d’un traitement par anakinra.

Afin d’établir une potentielle redondance des cIAPs dans mon modele cellulaire, des
THP-1 contrdles et XIAP®? sont mises en différenciation avec de la PMA en ajoutant de
'anakinra pour inhiber le réle auto/paracrine de 'IL-18 et du MCC950 pour inhiber la
formation du NLRP3 pour la premicre condition (Figure 14, A). Puisque cette expérience
consiste a évaluer la sécrétion d’IL-1§ suite a une stimulation sur macrophages, ’ajout de ces
deux inhibiteurs lors de la différenciation a pour but d’empécher I'activation de I'inflammation,

prévenant ’épuisement des cellules lors de ces 48h. Dans la deuxiéme condition, j’ai ajouté le
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mimétique Smac AT-4006, inhibant les cIAPs et séquestrant XIAP, a la PMA et 'anakinra
(Figure 14, B). Apres 48h, le milieu de culture est changé par de loptimem et une stimulation
au LPS et a la nigéricine (deuxi¢me signal d’activation de I'inflammasome) est réalisée en
présence ou non d’AT-406 selon la condition. De plus, différents inhibiteurs de 'inflammation
sont ajoutés pour en voir Peffet, tel 'anakinra, le MCC950 et 'YVAD. Finalement, le milieu
de culture est récupéré apres stimulation dans le but de mesurer le taux de sécrétion de I'IL-
18 par ELISA (Figure 12 A et B). Une expérience en paralléle est effectuée dans les mémes

conditions dans le but d’évaluer le taux de cytotoxicité en mesurant la LDH (Figure 13, C).
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Figure 14 : Fonction des cIAPs en absence de la protéine XIAP

A) La sécrétion d’IL-18 est mesurée par ELISA apres une différenciation des monocytes en
macrophages en utilisant de la PMA (10 ng/ml), de I"anakinra (400 ng/ml) et du MCC950 (5
uM) suivi d’une stimulation au LPS pendant 3 heures (100 ng/ml) avec nigéricine pendant une
heure supplémentaire (40 uM) avec différents inhibiteurs; anakinra (400 ng/ml), embrel (500
ng/ml), MCC950 (5uM) et YVAD (10 uM). B) La sécrétion d’IL-1§ est mesurée par ELISA
a la suite d’une différentiation en macrophages en utilisant de la PMA (10 ng/ml), de 'anakinra
(400 ng/ml), du MCC950 (5 pM) et de P’AT-406 (250 uM), suivi d’une stimulation au LPS
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pendant 3 heures (100 ng/ml) avec nigéricine pendant une heure supplémentaire (40 pM) avec
différents inhibiteurs; anakinra (400 ng/ml), embrel (500 ng/ml), MCC950 (5uM) et YVAD
(10 uM). C) Le pourcentage de mort cellulaire est mesuré par un test LDH sur des
macrophages différenciés avec de la PMA (10 ng/ml) avec ou sans AT-406 (250 uM), suivi
d’une stimulation au LPS pendant 3 heutes (100 ng/ml) avec nigéricine pendant une heure
supplémentaire (40 uM) avec ou sans anakinra (400 ng/ml). N=1

II est possible de remarquer que les macrophages controles sécretent plus d’IL-183
lorsque ’AT-406 est ajouté lors de la stimulation LLPS et nigéricine, tandis que les macrophages
XIAP"® exhibent un taux de sécrétion similaire avec ou sans le Smac mimétique. De plus, on
observe que I'ajout du MCC950 ou de I'YVAD réduit considérablement la sécrétion d’IL-1B,
tant au niveau de cellules controle que XIAP*C (Figure 14, A et B) confirmant que notre
systeme de stimulation active bien I'inflaimmasome NLRP3. Par ailleurs, I'ajout d’AT-406
n’entraine pas d’augmentation importante de la mort cellulaire chez les macrophages controles,
tandis qu’elle induit un accroissement considérable de la mort dans les cellules XIAP*®,
suggérant qu’elle a des fonctions différentes que les IAPs dans le processus de mort cellulaire
inflammatoire qui n’est pas redondant (Figure 14, C). Finalement, on peut noter une grande
augmentation du pourcentage de cytotoxicité pour les deux lignées cellulaires lorsqu’on
compare la condition LPS avec la condition LPS + nigéricine (Figure 14, C). Cette

augmentation qui pourrait étre liée a une augmentation de la pyroptose.

Finalement, j’ai étudié I'impact d’un déficit en XIAP sur la transcription des genes
codant pour les cytokines proinflammatoires I'IL-18, I'IL-6, le TNF-a ainsi que pour la
protéine NLRP3 afin de préciser les conséquences de ce déficit sur le priming de
I'inflammasome (a travers la transcription des genes II.7B et NILRP3) et sur la signalisation de
la voie NF-«B (a travers la transcription des genes II.6 et TNFA). Pour ce faire, les lignées
controle et XIAP® ont été mises en différenciation a 'aide de PMA et trois différentes
conditions sont testées ; soit seulement la PMA, sois la PMA avec de I'anakinra, qui bloque
une éventuelle action auto/paracrine de 'IL-18 sur son récepteur, ou la PMA associé au BMS-
345541, un inhibiteur du site allostérique de la kinase Ixf. Les cellules sont collectées apres
48h et une qPCR est effectuée pour regarder 'expression de PARN des genes encodant I'TL-
18, 'IL-6, le TNF-a et le NLRP3 (Figure 15).
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Figure 15 : Réle de la « backloop » auto-paracrine d’IL-1§ et de la signalisation NF-
»B sur la réponse inflammatoire.

L’expression relative ’ARN de cytokines proinflammatoires a été mesurée par qPCR suite a
une différenciation en macrophages utilisant de la PMA (10 ng/ml, 48h) et différents
inhibiteurs; anakinra (400 ng/ml) et BMS-345541 (200 ng/ml) A. Expression relative de
IPARN d’IL-18 B. Expression relative de PARN d’IL-6. C. Expression relative de ’ARN du
TNF-o. D. Expression relative de FARN de NLRP3. Les barres d’erreur représentent la
distribution de type SEM et un test de type T-test a été utilisé pour faire les statistiques (*
p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001 ; ns non-significatif; N=2)

Dans les macrophages différentiés avec la PMA seulement, il est possible d’observer
une transcription plus élevée de PARN de I'IL-18, I'IL-6, le TNF-a et le NLRP3 pour les
macrophages XIAP®” comparativement aux contrdles (Figure 14 A, C et D), méme si ces
différences ne sont significatives que pour 'IL-18, le TNF-u et le NLRP3. Si I'exposition a
l'anakinra ne permet qu’une diminution non significative de la transcription du gene 1.6, un

traitement BMS permet une diminution de la transcription de PARN encodant 'TL-183, I'IL-6
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et le TNF-a dans les macrophages XIAP*” (Figure 14 A, B et C), cette diminution est
significative pour les génes codant pour I'IL-183, et le TNF-a. Ceci tend a montrer que le déficit
en XIAP s’accompagne d’une augmentation de I'activité transcriptionnelle des genes I.7B,
1.6, TNFA et NLRP3. Cette activation transcriptionnelle semble NF-kB dépendante sans

contribution de la signalisation via le récepteur a I'IL-1.
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4. Discussion:

Le géne XIAP est exprimé de fagon ubiquitaire dans les cellules immunitaires et la
protéine qu’il encode joue un role clé au niveau de 'apoptose et de I'inflammation cellulaire.
Une déficience en ce géne meéne a un syndrome auto-inflammatoire chez les patients qui en
sont atteints. Les mécanismes pathophysiologiques menant a ce syndrome inflammatoire
restent incertains. Puisqu’aucun modele d’étude de ce déficit n’existait jusqu’a présent chez
’homme, le but de mon projet a consisté a caractériser une lignée cellulaire de
monocytes/macrophages THP-1 comportant une délétion au niveau du géne XIAP reflétant

cette déficience observée chez les patients.

Pour ce faire, j’ai généré une lignée cellulaire comportant une délétion au niveau du
gene XIAP en utilisant la lignée THP1 qui provient d’une lignée cellulaire de monocytes
immortalisés leucémiques dérivés du sang périphérique. Cette lignée cellulaire a 'avantage
d’étre une lignée male, contenant donc un chromosome X et un chromosome Y, et donc

permettant la reproduction d’une mutation hémizygote du gene.

La lignée cellulaire THP-1 XILAP*® que j’ai générée a I'aide du systeme CRISPR-Cpfl,
comporte une délétion de deux nucléotides (Figure 11, A). Le systeme CRISPR-Cpfl a été
utilisé pour générer la lignée cellulaire THP-1 XILAP. I’enzyme Cpf-1 est plus petite que la
Cas9 et nécessite une seule molécule d’ARN pour cliver PADN, rendant son activité plus
rapide et facile que la Cas9. La Cpf-1 reconnait en plus une séquence PAM (protospacer-
adjacant motif) sur sa cible ’ADN la rendant plus spécifique et il a été montré que son activité
génere moins de coupures hors-cible que la Cas9. Par contre, il est connu que le systeme
CRISPR comportte tout de méme des effets hors-cible. Alors, il peut étre intéressant de générer
une lignée cellulaire déficiente en XIAP a l'aide de différentes méthodes, tel un siRNA, et
comparer les résultats obtenus. Lors de mon projet, la lignée générée par CRISPR-Cpfl
comporte une délétion de deux nucléotides entralnant un décalage de cadre de lecture
nucléotidique, aboutissant a la formation d’un codon stop (TGA), entrainant I'arrét de la
traduction de la protéine (Figure 11, D). Cette mutation stop provoque une absence
d’expression de la protéine comme objectivée par immunobuvardage avec un anticorps
monoclonal anti-XIAP (Figure 11, C). Par la suite, j’ai généré d’autres lignées cellulaires
controles par transduction lentivirale (Figure 11, B). L’une d’entre elles exprime une mutation

dominante négative H467A (XIAP™") comportant une substitution d’une histidine en
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alanine (CAT a GCT). Cette mutation a pour effet d’inhiber I'activité E3 ubiquitine ligase de
la protéine sans inhiber les interactions de XIAP au niveau de ce domaine. Une autre lignée
consiste en un mutant XIAP**™% qui comporte une délétion du domaine RING finger qui a
abouti également a abolir lactivité E3 ubiquitine ligase tout en prévenant les interactions
protéiques liées a ce domaine. Finalement, j’ai généré une lignée XIAPY" par transduction de
la forme sauvage du géne XILAP dans la lignée XLAP® afin de restaurer le phénotype de base.
Ceci permet de montrer que la mutation générée pat le systétme CRISPR/Cpfl affecte
seulement le gene XILAP et qu’aucun effet délétere hors cible n’a été engendré par cette

technique.

Suite a la conception des différentes lignées cellulaires, j’ai pu confirmer la bonne
expression des différents transgénes XIAP™A XTAP*™ et XIAPY" par immunobuvardage
en utilisant les anticorps dirigés contre la protéine XIAP ou le marqueur FLAG. Nous pouvons
remarquer une surexpression de la protéine XIAP au niveau des trois lignées transduites par
rapport aux cellules THP-1 controles. Ceci s’explique essentiellement par le fait que le
plasmide est fabriqué sous le controle d’un promoteur fort (promoteur EF1) (Figure 11, C).
De maniére intéressante, on observe une expression beaucoup plus forte de XIAP**™N¢
comparativement aux autres isoformes transduites. Ceci peut étre expliqué par une
transduction plus efficace qui peut étre validée par qPCR en mesurant les nombres de copies
de vecteurs pour évaluer le niveau d’intégration du lentivirus. Il est aussi possible qu’ayant
perdu son action d’E3 ubiquitine ligase, XIAP n’a plus la capacité d’auto-ubiquitination,
résultant en une augmentation de la quantité de la protéine (Galban and Duckett, 2010a).
Ayant observé une surexpression de la protéine XIAP dans les cellules transduites
comparativement au controle, j’ai également généré par transduction lentivirale une lignée
cellulaire THP-1 surexprimant la forme sauvage XIAP afin de vérifier que la surexpression
protéique de XIAP ne perturbe pas également la dynamique de réponse inflammatoire. J’ai pu
validé par immunobuvardage la bonne expression du transgéne XIAPY" 2 I'aide des anticorps
anti-FLAG et anti-XIAP (Figure 12, A). Dans cette lignée, la sécrétion d’IL-18 apres
différentiation macrophagique par la PMA est comparable aux cellules THP-1 controle
n’exprimant que le XIAP endogene (Figure 12, B). Ceci tend a montrer qu’une surexpression

de cette protéine ne semble pas exacerber la réponse inflammatoire. Ainsi, le phénotype
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observé lors de la sécrétion d’IL-1B pour les lignées XIAP™™, XTAP*™¢ et XIAPY" n’est

pas une conséquence de la surexpression de XIAP.

Dans le but d’étudier I’état hyperinflammatoire et 'activation macrophagique excessive
causée par la déficience en XIAP, j’ai entrepris d’étudier 'impact de 'absence d’expression de
XIAP sur la réponse inflammatoire induite par la différentiation des monocytes en
macrophages sous l'effet de la PMA. Ainsi, j’ai pu mettre en évidence une sécrétion accrue
d’IL-18 — reflet de Dactivation de la caspase-1 par les inflaimmasomes — en l’absence
d’expression de XIAP comparativement aux autres lignées cellulaires exprimant soit une
isoforme sauvage, soit une isoforme dépourvue d’activité E3 ubiquitine ligase (Figure 13 A).
Ceci montre qu’effectivement, la fonction de XIAP dans la régulation de la réponse
inflammatoire est indépendante de son activité E3 ubiquitine ligase ou d’une éventuelle
interaction protéique avec le domaine RING. J’ai pu également observer que la fonction
régulatrice de I'inflammation de XIAP semblerait s’exercer via I'activation de I'inflammasome
NLRP3, puisque I'ajout du MCC950 permettait une réversion du phénotype inflammatoire
observé dans les cellules XIAP*? (Figure 13, B). Pour renforcir ces résultats, il aurait été
intéressant d’utiliser une méthode non pharmaceutique, par exemple un siRNA, pour inhiber
la fonction du NLRP3. De plus, il aurait été intéressant de générer une lignée « scrambled »
comme contrdle négatif des lignées XIAP™A XTAP**™ et XIAPY'. En effet, les cellules
« scrambled » devraient étre transduites d’un plasmide vide ; n’ayant aucun ajout de protéine.
Ceci aurait permis de valider que le phénotype observé est seulement causé par l'insert
protéique au niveau du plasmide, non par la transfection lentivirale ou encore le lentivirus lui-
méme. Parallelement, j’ai pu confirmer un excés de mortalité cellulaire des macrophages en
absence d’expression de XIAP comparativement au controle. Ceci est observable tant au
niveau basal (RPMI) que lorsque les cellules sont stimulées par LPS (Figure 13, C). Cet exces
de cytotoxicité pourrait résulter soit de ’'absence d’inhibition de Papoptose cellulaire, soit d’un
exces de pyroptose (processus de mort cellulaire dépendant des caspase 1, 4 et 5 (Man et al.,
2017)). Si la concordance entre la sécrétion accrue d’IL-18 et I'exces de cytotoxicité laisse
effectivement suggérer une pyroptose accrue, la confirmation de 'implication de ce processus
pourrait étre prouvée en répliquant cette expérience en utilisant une lignée cellulaire XIAP
dans laquelle la pyroptose serait inhibée par répression de son effecteur terminal la Gasdermine

D (par un RNA inhibiteur par exemple).
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Les cIAPs1/2 ainsi que XIAP sont impliqués au niveau de voies de signalisation
communes visant a inhiber I'apoptose cellulaire (Herrera et al., 2002). Cependant, les
publications scientifiques se contredisent quant a une potentielle redondance des cIAPs et
XIAP. Jai essayé d’adresser cette question dans le modéle que jai généré. Les
Smac/DIABLOs sont des antagonistes endogeénes de cIAP1, cIAP2 et XIAP et différents
mimétiques de Smac existent pour des conditions thérapeutiques (Brunckhorst et al., 2012).
Xevinapant (AT-400) est un mimétique Smac qui permet d’inhiber XIAP, cIAP1 et cIAP2
avec une valeur Ki (constante inhibitrice) de 66.4, 1.9 and 5.1 nM respectivement. La valeur
Ki permet de dire la concentration a utiliser pour inhiber de moitié I'activité enzymatique de
la protéine. Ainsi, ’AT-406 est notamment moins efficace pour XIAP qu’il ne P'est pour les
cIAPs 1/2, potentiellement di a son action sur ces protéines. Effectivement, ’AT-406 permet
la dégradation au protéasome des cIAPs 1/2 tandis qu’il se lie simplement sur la protéine
XIAP, la séquestrant, pour empécher son activité enzymatique (Perimenis et al., 2016).
Cependant, puisque la concentration d’AT-406 utilisée est saturante, il serait judicieux
d’optimiser celle-ci avec une courbe de concentration dans le but de voir I'effet de plus petites
concentrations. Concernant la signalisation apoptotique, j’ai pu montrer que 'inhibition des
cIAPs dans la lignée THP1 XIAP*? entrainait une augmentation de la mortalité cellulaire
(Figure 14, C) suggérant une redondance des cIAPs et XIAP dans le controle des processus
d’apoptose cellulaire. Par ailleurs, 'utilisation du mimétique Smac, m’a permis de confirmer
que I'inhibition des XIAP, cIAP1 ou cIAP2 entrainait effectivement une exacerbation de la
réponse inflammatoire, mis en évidence par une sécrétion accrue de I'IL-18 lorsque le
mimétique Smac est ajouté au traitement par LPS. Dans la condition XIAP®, la sécrétion
d’IL-1B suite au traitement de LPS est similaire en présence ou non d’AT-406 (Figure 14, A et
B) montrant que si les cIAPs et XIAP ont effectivement une activité redondance dans le
controle des mécanismes apoptotiques, la fonction régulatrice de la réponse inflammatoire est
restreinte 2 XIAP. [accroissement de la mortalité cellulaire dans la condition XIAP*® lors du
traitement par AT-406 laisse également suggérer que lexcés de mortalité cellulaire
macrophagique observée en absence de XIAP en présence des cIAPs proviendrait d’un exces
de pyroptose. Comme discuté précédemment, ceci pourrait ¢tre confirmé en analysant la
mortalité cellulaire macrophagique dans une lignée cellulaire XIAP dans laquelle la pyroptose
serait inhibée par répression de son effecteur terminal la Gasdermine D (par un RNA

inhibiteur par exemple).
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Finalement, il m’a été possible d’étudier 'impact du déficit en XIAP sur la transcription
des genes II-7B, II-6, TNF.A et NILRP3 qui est en partie régulée par la voie de signalisation
NF-»B. J’ai pu, tout d’abord, montrer une activité transcriptionnelle plus importante des génes
I1.7B, NLRP3 dans les macrophages XIAP* comparativement au controle (Figure 15),
confirmant un priming excessif de I'inflammasome dans cette condition. Ceci s’accompagne
d’une augmentation de la transcription des genes I1.6 et TNF.A suggérant que 'ensemble de
la voie NF-»B est activée dans les macrophages XIAP*®. L’hyperactivation de la voie NF-»B
est objectivée par leffet d’un traitement au BMS 345541 qui permet une diminution
significative de la transcription de PARN encodant 'ILL-1( et le TNF-a ainsi qu’une diminution
non significative de la transcription du gene encodant 'IL-6 (Figure 15 A, B et C). Le BMS
345541 est effectivement un inhibiteur du site allostérique de la kinase Ix@, une protéine
essentielle a Pactivation de la voie NF-xB. Le manque de significativité observé dans la
réduction d’activité transcriptionnelle, notamment pour le géne IL.6, est probablement da au
nombre faible de réplicas de 'expérience. La signalisation des cytokines proinflammatoires IL.-
18, IL-6 et TNF-u s’effectuant a travers la voie NF-xB (Liu et al., 2017b), il est possible que
Paugmentation transcriptionnelle observée dans les macrophages XIAP" soit le reflet de
I’hypersécrétion d’une de ces cytokines. Ayant montré dans un modele précédent (déficit en
NOX2 (Benyoucef et al., 2020)) que lhypersécrétion d’IL-1@ peut rendre compte de
Paugmentation de lactivité transcriptionnelle NF-xB dépendante par une action
autocrine/paracrine de I'IL-18, jai testé I'effet de Iinhibition de la signalisation a travers le
récepteur de 'IL-18 sur Pactivité transcriptionnelle des genes I1L7B, I1.6, TNFA et NLLRP3 en
utilisant 'anakinra qui est un antagoniste de ce récepteur. L’absence d’effet d’un traitement par
anakinra sur Dactivité transcriptionnelle des genes IL7B, TINFA e NLRP3 dans les
macrophages XIAP"? suggére que l'activation de la voir NF-KB observée s’effectue de
maniere indépendante de la signalisation du récepteur de I'IL-1 (Figure 13, B et Figure 15, A).
Puisque le domaine RING de la protéine XIAP est reconnu pour jouer un réle au niveau de
la voie NF-»B, il serait intéressant d’évaluer 'activité transcriptionnelle de ces geénes dans nos
lignées transduites (XIAP™* XIAP*™C et XIAPY"). Ainsi, on s’attend a observer une
activité transcriptionnelle similaire avec et sans ajout du BMS pour les lignées dépourvues de
leur activité E3 ubiquitine ligase (XIAP™* et XIAP*"™¢) et un niveau de transcription

similaire entre les lignées controle et XIAPYT,
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5. Conclusion:

L’ensemble de mon travail a permis de préciser les mécanismes physiopathologiques
responsables du syndrome auto-inflammatoire observé au cours du déficit en XIAP. La
création d’une lignée de monocytes/macrophages knock-out pour le géene XILAP a 'aide de la
technique CRISPR/Cpfl m’a permis de mettre en évidence plusieurs observations majeures :
(i) Pauto-inflammation observée dans les macrophages XIAP déficients est liée a une
hyperactivation de I'inflammasome NLRP3; (ii) la régulation de la réponse inflammatoire par
XIAP est indépendante de sa fonction ubiquitine ligase ou d’une interaction protéine-protéine
dépendante de son domaine RING, et n’est pas une fonction redondante des IAP, et enfin
(ili) la réponse inflaimmatoire excessive des macrophages XIAP"C est associée 2 une

hyperactivation de la voie NF-KB qui est indépendante du récepteur a 'IL-1.
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