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Le syndrome
lymphoprolifératif
avec

auto-immunité
Un défaut hérité ou acquis
d’apoptose lymphocytaire

>Le syndrome lymphoprolifératif avec auto-
immunité (ALPS, auto-immune lymphoprolifera-

tive syndrome) a été décrit il y a plus de 30 ans.
Frédéric Rieux-Laucat

REVUES

Ce syndrome tumoral bénin, d’apparition pré-
coce (en moyenne avant cing ans), associe des
adénopathies multifocales, une splénomégalie

B

et, éventuellement, une hépatomégalie. Cette

lymphoprolifération chronique s’accompagne
d’une hypergammaglobulinémie, essentiellement
G et A, et se caractérise par I'accumulation dans

SYNTHESE

le sang et les organes lymphoides secondaires Inserm U768,

d’une population polyclonale de lymphocytes Université Paris V,
T matures n’exprimant ni CD4 ni CD8, appelés
lymphocytes T « doubles négatifs » (LTo3 DN).

Des manifestations auto-immunes sont retrou-
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vées chez plus de deux tiers des patients ALPS, le
plus souvent sous la forme de cytopénies auto-
immunes (anémie hémolytique, thrombopénie et

neutropénie). Des atteintes d’organes ou de sys-
téemes (glomérulonéphrites, hépatites, uvéites,
syndrome de Guillain-Barré) sont plus rarement
observées. Cet article fait le point sur les défauts
de la voie de signalisation Fas mis en évidence
dans la genese de I’ALPS. <

Atrticle disponible sur le site h

Fondements fonctionnels
et cellulaires de I’ALPS

Environ la moitié des patients atteints d’ALPS, c’est-
a-dire présentant au moins deux des critéres sui-
vants : syndrome tumoral, auto-immunité, propor-
tion élevée de LTaL3 DN, hypergammaglobulinémie G
ou A (hyper IgG ou IgA), sont porteurs de mutations
hétérozygotes du gene Fas (ALPS-1) [1-3]. Fas est
un récepteur inducteur d’apoptose appartenant a
la superfamille du tumor necrosis factor receptor
(TNF-R) [4]. €galement appelé CD95, Apo-1 ou
TNFRSF6 dans la nouvelle nomenclature de la famille
des TNF-R, il est exprimé sous forme d’homotriméres
a la surface de nombreux types cellulaires, notam-
ment des lymphocytes T activés. Aprés interaction
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de Fas avec son ligand naturel, FasL, le recrutement
d’un complexe multimoléculaire sous-membranaire,
dénommé DISC (death inducing signaling complex)
[5], est déclenché par le jeu d’interactions homoty-
piques de domaines fonctionnels comme les domai-
nes de mort (DD, death domain) et les domaines
effecteurs de mort (DED, death effector domain)
(Figure 1). Un DD intact de Fas est essentiel pour la
formation du DISC, dans lequel les procaspases 8 et
10 sont recrutées, puis activées. La cascade d’acti-
vation des caspases qui en découle conduit alors la
cellule vers I"apoptose. Les mutations hétérozygotes
de Fas sont associées a des défauts d’apoptose,
car elles conduisent a I’expression de molécules
mutantes qui bloquent la formation du DISC soit par
défaut d’interaction avec I’adaptateur FADD (Fas
associated death domain), soit par défaut d’inter-
action avec Fasl et absence d’oligomérisation.

La voie Fas-FasL est importante pour la régulation
de I’homéostasie lymphocytaire, notamment pour
éliminer les lymphocytes effecteurs apres stimu-
lation antigénique (Figure 2A). L’observation de
réponses vaccinales et anti-infectieuses normales,
et parallelement de manifestations auto-immunes
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chez les patients présentant un ALPS suppose que
IPaction de la voie Fas-Fasl est particulierement
importante pour réguler les proliférations induites
par des antigénes du soi (Figure 2B) [2]. Il est
donc possible que les patients atteints d’ALPS ne présentant pas
d’auto-immunité au moment du diagnostic puissent en dévelop-
per une plus tard. La raison pour laquelle cette auto-immunité
est essentiellement dirigée contre les cellules d’origine hémato-
poiétique reste une énigme. La production des LTaLf3 DN et I’ap-
parition de I’hypergammaglobulinémie (Figure 2) ont surtout été
observées dans les modéles murins de déficiences en Fas ou FasL
[6]. Les LTap DN proviendraient en grande majorité de lympho-
cytes T CD8 autoréactifs, ou « mal sélectionnés », qui éteignent
I’expression du CD8 et ne peuvent plus étre éliminés par la voie
Fas [7].
Ces LTa} DN sont polyclonaux, mais I’étendue précise de leur
diversité n’a pas été déterminée. Cependant, |‘absence de récep-
teurs semi-invariants les distingue des lymphocytes NKT qui

E + &, Caspase

l 8/10 Cascade
= d’activation
DD Procaspase 3 des
g DED} FADD caspases
H DED Caspase 3
\ pl0 } Pro caspase 8/10
p20

ﬂ S;g } Pro caspase 3

Figure 1. Signalisation de I’apoptose lymphocytaire par Fas. Apres interaction
Fas-Fasl, le domaine de mort (DD) de Fas peut interagir avec celui de FADD (Fas
associated death domain). Le domaine effecteur de mort (DED) de FADD per-
met le recrutement des procaspases 8 (Flice-1) et 10 (Flice-2) qui contiennent
chacune deux DED dans leur prodomaine. La formation du DISC (death inducing
signaling complex) entraine le clivage des procaspases en caspases actives
(hétérotétrameres des petits et grands domaines pl0 et p20). Cette activa-
tion peut étre bloquée par des concentrations élevées d’un analogue inactif
de caspase 8, Flip (Flice inhibitory protein), qui existe sous deux isoformes,
I'une courte, FlipS, I'autre longue, FlipL (non représentées ici). €n revanche,
en présence d’une faible concentration de FlipL, les caspases 8 et 10 activent
d’autres procaspases et déclenchent une cascade biochimique aboutissant a la

destruction organisée de la cellule par apoptose.
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peuvent aussi étre DN. Par ailleurs, "activation
des lymphocytes T in vivo conduit a I’expression de
molécules d’activation impliquées dans la collabo-
ration entre lymphocytes T et B, comme le ligand de
la molécule CD40. Les lymphocytes B, stimulés par
la voie CD40 et le récepteur de ’antigéne, subissent
alors la commutation de classe isotypique ainsi
qu’une maturation en plasmocytes. £n conséquence,
de grandes quantités d’immunoglobulines d’isotype
G et A sont sécrétées (Figure 2B).

Dans quelques rares familles consanguines, I’ALPS
est associé a un défaut d’expression de Fas (voir
ci-dessous). Ces patients, équivalents a des inva-
lidations naturelles de Fas et appelés ALPS-0,
présentent une lymphoprolifération tres sévere qui,
dans certains cas, ne peut étre corrigée qu’apres
transplantation médullaire [8, 9]. Au-dela de
I’intérét thérapeutique, cette observation suggeére,
dans les limites d’un recul de 8 ans, que les consé-
quences d’un défaut complet de Fas chez I’homme
sont restreintes au systeme hématopoiétique, et se
manifestent par une lymphoprolifération chronique
des lymphocytes T. La prolifération et la différen-
ciation des lymphocytes B, ainsi que les manifes-
tations auto-immunes, semblent secondaires a la
lymphoprolifération T et pourraient étre associées,
en plus du défaut de Fas, a des défauts d’autres
genes modificateurs.

Fondements génétiques de I’ALPS
associé a un défaut de Fas

Plus de 100 mutations hétérozygotes dominantes
de Fas sont aujourd’hui décrites dans la littérature
[10-14]. Alors que les lymphocytes de tous les
porteurs de mutations héritées de Fas présentent
un défaut d’apoptose in vitro, seulement 70 % des
individus porteurs de ces mutations développent
un ALPS, indiquant qu’au-dela du défaut de Fas
d’autres facteurs sont nécessaires au déclenche-
ment de la pathologie [10]. Dans le modeéle animal
correspondant, la lignée de souris Ipr, I’expression
phénotypique varie en fonction du fonds génétique,
suggérant I"implication de genes modificateurs
[15]. Pamplitude du défaut fonctionnel d’apoptose
observé chez les patients et leurs parents porteurs
sains étant similaire, I’hypothése actuelle suppose
que ces genes modificateurs ne codent pas pour
des molécules impliquées dans la signalisation de
Iapoptose par Fas. La limite de cette hypothése
repose sur la pertinence physiologique du test
fonctionnel réalisé in vitro.



Défauts de la voie de signalisation

Des mutations de la caspase 10 ont été décrites chez trois patients (ALPS-
1) au sein de deux familles [16]. Le caractére dominant ou récessif de ces
défauts reste débattu [17]. Aucune validation dans un modéle animal n'a
été effectuée, car I'orthologue murin de la caspase 10 n’est pas fonction-
nel. Les cellules déficientes en caspase 10 sont résistantes a I"apoptose
induite par Fas, ainsi que par les autres récepteurs inducteurs d’apoptose
comme les TRAIL (TNF-related-apoptosis-inducing-ligand)-R.

Un défaut récessif de la caspase 8 a également été mis en évi-
dence chez ’homme [18]. Comme attendu, les lymphocytes de ces

ou de la muqueuse buccale, indiquant
qu’il s’agit de mutations somatiques qui
sont probablement apparues au cours du
développement au sein d’un précurseur
hématopoiétique [21]. Chez un patient, I’analyse d’une
population enrichie en progéniteurs hématopoiétiques
purifiés a partir de la rate a montré qu’environ 1% de
ces cellules étaient mutées (Figure 4). Des mutations
somatiques de Fas ont maintenant été identifiées chez
dix patients ALPS, qui sont donc des mosaiques. Para-
doxalement, alors que les lymphocytes T mutés sont

patients sont résistants a "apoptose induite par Fas.
Cependant, les deux patients décrits, issus d’une
méme famille consanguine, ont développé un déficit
immunitaire plutét qu’un ALPS. Cette observation est
en accord avec la description récente de I’implica-
tion de la caspase 8 et du FADD dans la prolifération
lymphocytaire [19]. De méme, les modéles d’in-
validation lymphoide de ces genes ont montré une
perturbation du développement lymphocytaire [20].
Chez I’'homme, il semble donc que la caspase 8 ait
une fonction associée a la signalisation de "apop-
tose par les récepteurs de la famille du TNF-R, ainsi
qu’une fonction de signalisation de la prolifération
par les récepteurs de I'antigéne comme le TCR, le BCR
et le récepteur Fc des immunoglobulines. La caspase
10, quant a elle, semble spécialisée dans la signali-
sation de I’apoptose par des récepteurs tels que Fas
ou les TRAIL-R. ’ALPS peut donc étre la conséquence
d’un défaut de Fas complet (ALPS-0) ou partiel
(ALPS-1), ou plus rarement d’un défaut de caspase
10 (ALPS-11) (Figure 3).

Fondements génétiques
des formes sporadiques d’ALPS

'apoptose induite par Fas mesurée in vitro est normale
dans les lymphocytes de la moitié des patients atteints
d’ALPS, excluant a priori un défaut de Fas. La plupart
de ces patients correspondent a des cas sporadiques
d’ALPS, qui ne présentent souvent que 2 des 4 criteres
d’inclusion. U'étude des patients pour lesquels un pour-
centage important de lymphocytes TDN est retrouvé
dans le sang a permis d’identifier des mutations de Fas
dans cette population lymphocytaire. analyse détaillée
des différentes lignées hématopoiétiques a montré la
présence de ces mutations dans 10 % a 20 % des granu-
locytes, des monocytes et des différentes populations
lymphocytaires. Les LToL} DN, phénotypiquement et
fonctionnellement identiques a ceux observés dans les
formes héritées d’ALPS, sont tous mutés. Ces mutations
sont indétectables sur des cellules du bulbe capillaire
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Figure 2. Elimination des lymphocytes autoréactifs par Fas-FasL aprés activa-
tion. A. Les lymphocytes T recevant deux signaux d’activation (via le récep-
teur de I’antigéne et via des molécules de costimulation comme (D28) sont
insensibles a "apoptose induite par Fas, notamment parce que I'inhibiteur Flip
est fortement exprimé. Lorsque la stimulation est fournie par des cellules nor-
malement non spécialisées dans I’activation lymphocytaire (cellules de tissus
non hématopoiétiques), ou par des cellules présentatrices immatures, la voie
Fas est active. Lorsque cette stimulation est chronique, FasL est exprimé, et
entraine I’élimination des lymphocytes T ou B exprimant Fas. B. Dans un con-
texte de déficience en Fas, le lymphocyte T qui « attend » un signal d’apoptose
module son corécepteur (D4 ou CD8 (apres extinction génique) et devient dou-
ble-négatif. De surcroit, les lymphocytes T activés stimulent la différenciation
des lymphocytes B en plasmocytes, entrainant la sécrétion d’une grande quan-

tité d’anticorps dans le sérum (hypergammaglobulinémie).

B
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résistants a "apoptose induite par Fas, ils disparaissent
en culture in vitro, qu’ils soient stimulés ou non par des
mitogenes ou des superantigénes. €n conséquence, le
test fonctionnel, qui ne peut étre réalisé que sur des
cellules activées en culture, est normal.
La description de patients mosaiques pour des mutations hétéro-
zygotes de Fas conduit aux conclusions suivantes. D’une part, une
proportion limitée de cellules mutées est suffisante pour déclencher
un syndrome lymphoprolifératif cliniquement identique a celui de
patients dont la mutation héritée est présente dans toutes les cellules.
D’autre part, les mutations somatiques conférent un avantage sélectif
aux cellules mutées in vivo, indiquant que ces événements génétiques
peuvent également intervenir dans des cellules non tumorales et non
transformées. Lenrichissement de cellules mutantes observé entre
la population de progéniteurs hématopoiétiques et les leucocytes
sanguins suggere que Fas est impliquée dans le contrdle du dévelop-
pement lymphoide et myéloide. De méme, la présence des mutations
dans 100 % des LT3 DN indique que les stimulations qui conduisent
a 'apparition de cette population polyclonale sont strictement régu-
lées par Fas. Lidentification des cibles reconnues par ces lymphocytes
devrait apporter des informations sur la nature des stimuli conduisant
a PALPS. Leur apoptose spontanée en culture est @ ce jour une limite
incontournable qui greve toute étude fonctionnelle. Enfin, les muta-

tions somatiques représentent environ 15 % des mutations de Fas dans
FasL /% (m
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Figure 3. Défauts de Fas et de sa voie de signalisation. Les défauts complets
d’expression de Fas (ALPS-0) sont associés a des mutations homozygotes de Fas
et a un syndrome lymphoprolifératif trés sévere. Les mutations hétérozygotes
de Fas (ALPS-1) entrafnent le plus souvent une expression normale de Fas. La
protéine mutante (ici tronquée, sans DD) exerce un effet dominant négatif sur
la protéine sauvage en inhibant la formation du DISC. Les défauts de caspase
10 (ALPS-11) entrainent également une inhibition de I’activation de la cascade
biochimique aboutissant normalement a I"apoptose. Les mutations de la cas-
pase 8 sont associées a des défauts de prolifération lymphocytaire, un défaut

associé a un déficit immunitaire combiné (des lymphocytes T, B et NK) modéré.
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I’ALPS. Compte tenu de la fréquence de ces événements,
il est possible que des mutations somatiques d’autres
genes impliqués dans "apoptose constituent le second
facteur associé au déclenchement de I'ALPS. De telles
mutations somatiques pourraient également étre impli-
quées dans d’autres maladies auto-immunes sporadi-
ques, ou pourraient expliquer les variations d’expression
phénotypique de telles maladies observées parfois chez
les jumeaux monozygotes. La présence d’une popula-
tion lymphocytaire pathognomonique (spécifique de
la pathologie étudiée) comme les LTaL3 DN a permis
de mettre en évidence ces mutations somatiques dans
les formes sporadiques d’ALPS. La mise en évidence
de populations lymphocytaires spécifiques d’autres
maladies auto-immunes sporadiques pourraient ainsi
ouvrir de nouvelles perspectives pour identifier le ou les
facteurs génétiques impliqués.

Conclusions

Uidentification de mutations héritées du gene Fas a
permis d’ébaucher le schéma de la physiopatholo-
gie de I’ALPS. La description de défauts de la voie de
signalisation de Fas a confirmé le role central de cette
voie d’apoptose dans la pathologie. Enfin, la mise en
évidence récente de mutations somatiques de Fas dans
des cas sporadiques d’ALPS a révélé I'importance de
la population de LTaf3 DN. Cette derniére découverte
pourrait avoir des implications importantes pour la
compréhension d’autres maladies auto-immunes. ¢

SUMMARY

Autoimmune lymphoproliferative syndrome :

an inherited or a somatic defect of apoptosis

Control of lymphocyte homeostasis is essential to ensure
efficient immune responses and to prevent autoimmu-
nity. Expansion followed by contraction of the lympho-
cyte pool are the basis of adaptive immune responses,
and apoptosis is a crucial cellular modus operandi of
the contraction phase. The death receptor Fas is a key
player in lymphocyte apoptosis induction and patients
lacking a functional Fas receptor develop a chronic
lymphoproliferation termed autoimmune lymphoproli-
ferative syndrome (ALPS). In rare instances, defects of
the Fas signaling pathway have been associated with
the ALPS condition. Although these defects with familial
history are usually caused by inherited mutations of
the corresponding genes, somatic mosaicism of these
Fas mutations were also found in sporadic cases of
ALPS. These findings might have important implications
in deciphering the pathophysiological bases of other
autoimmune diseases. ¢
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M Atelier de formation n° 171

Cellules souches : du concept & la clinique

Organisateurs : Anne Dubart-Kupperschmitt (Inserm U567, Institut Cochin, Paris), Héléne Gilgenkrantz (Inserm U567,
Institut Cochin, Paris), Louis Casteilla (UMR 5018 CNRS UPS, Toulouse)

Phase | ¢ Le point sur...
16-17 novembre 2006 ¢ La Londe-Les-Maures (Toulon)

Objectifs ® Le développement récent des travaux portant sur les cellules souches embryonnaires et adultes a suscité des
espoirs thérapeutiques immédiats qu'il convient de fonder sur des bases expérimentales solides. L'objectif global de cet
Atelier sera de familiariser les participants au concept de cellules souches et de leur donner un apergu des développements
cliniques en cours ou prévus. L'Atelier sera I'occasion de revenir sur quelques définitions de base d'une cellule souche et
d’une cellule progénitrice. Deux exemples de cellules souches, la cellule souche embryonnaire et la cellule souche mésenchy-
mateuse, le premier comme paradigme de la pluripotence, et le second choisi chez I'adulte, seront développés. Ils serviront
de socle pour évoquer la mise en place d’essais thérapeutiques pour une réparation tissulaire et permettront d’aborder
I'immunogénicité de ces cellules dans un contexte de transplantation.

Public ® Chercheurs en biologie, médecins ou pharmaciens, ingénieurs, étudiants, post-doctorants et doctorants du milieu
académique et des secteurs pharmaceutique et biotechnologique.

Les conférences seront données en anglais ou en frangais. Les documents seront en anglais.
Nombre maximum de participants : 80.

Programme ® Une premiére partie sera consacrée aux critéres qui définissent cellules souches et cellules progénitrices. Les ora-
teurs, en prenant appui sur des modéles d'études aussi variés que la drosophile, I'amphibien ou le mammifére, donneront ainsi
une vision intégrée & la notion de niche, de division asymétrique, d’autorenouvellement et de différenciation, de reprogrammation
et de domiciliation. Deux types cellulaires, la cellule souche embryonnaire et la cellule souche mésenchymateuse seront ensuite
largement discutés. La mise en place d'essais de thérapie cellulaire, en vue d'une réparation endothéliale, myocardique, osseuse
et cartilagineuse sera enfin abordée sous forme de deux tables rondes permettant d’englober I'ensemble des questions attenantes
& la mise en place d'un essai clinique — quelles cellules pour quels objectifs, comment évaluer le bénéfice, les questions réglemen-
taires et éthiques — Ces tables rondes seront également |'occasion d'une discussion interactive avec les participants.

Avec la participation de ® Simone Bateman (Paris, France), Paolo Bianco (Rome, ltalie), Joseph Emmerich (Paris, France), Laure
Coulombel (Créteil, France), Géraldine Guasch (New York, Etats-Unis), Joseph liskovitzEldor (Haifa, Isragl), Christian Jorgensen
(Montpellier, France), Fawzia Louache (Villejuif, France), Franck Luyten (Louvain, Belgique), Jean-Pierre Marolleau (Amiens, France),
AM. Miller (Wirsburg, Allemagne), Daniéle Noél (Montpellier, France), Hervé Petite (Paris, France), Michel Pucéat (Evry, France),
Jean-Paul Renard (Jouy-en-osas, France), Sophie Lucas-Samuel (SaintDenis, France), Pierre Savatier (lyon, France), Frangois
Schweisguth (Paris, France), Andras Simon (Stockholm, Suéde), Eric Tartour (Paris, France), Georges Uzan (Villejuif, France).

Phase Il ® Maitrise technique
4-9 décembre 2006 ¢ Evry
18-22 décembre 2006 ¢ Montpellier/Toulouse

Programme ® — Cellules ES humaines (Evry). Ce stage aura pour objet la culture, la caractérisation phénotypique et 'apprentissage
de protocoles de différenciation de cellules souches embryonnaires humaines. Les techniques comprendront la culture sur cellules nour-
riciéres, la formation de corps embryonnaires, I'immunofluorescence et la RFPCR quantitative de marqueurs de cellules souches

— Cellules souches mésenchymateuses. Cette partie sera consacrée a la culture de cellules souches mésenchymateuses &
partir de prélévements de moelle humaine et murine (Montpellier) ou de tissus adipeux humains et murins (Toulouse), & la
caractérisation phénotypique et & la différenciation chondrocytaire, osseuse et adipocytaire. Les techniques de validation
de la différenciation seront également abordées.

Sélection ® 22 stagiaires seront choisis parmi les participants de la phase | (6 & 8 participants par stage).

Date limite d'inscription : 15 septembre 2006
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