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Role des macrophages

dans le développement
de arthrite juvénile

LACC1 fait=-il le lien ?

Anne-Laure Mathieu®?, Ommar Omurjeel, Thierry Walzer!?,

Alexandre Belot!-2

> Larthrite juvénile idiopathique est une
maladie inflammatoire hétérogene de
I’enfant caractérisée, notamment, par
une atteinte articulaire. C’est le rhuma-
tisme chronique infantile le plus fréquent,
et ses causes sont encore mal connues. Sa
prévalence est de 16 a 150 pour 100000
enfants en Europe et en Amérique du Nord.
€n France, on estime a environ 5000 le
nombre d’enfants qui en sont atteints!.
’étude des rares cas familiaux de cette
maladie représente une opportunité pour
I’identification de nouveaux génes impli-
qués, ce qui devrait permettre de progres-

! Source : filiere de santé des maladies auto-immunes et

auto-inflammatoires rares: https://www.fai2r.org
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ser dans la physiopathologie et d’envisa-
ger des traitements plus ciblés.

LACCI : un géne impliqué dans

le développement de I’arthrite juvénile
Nous avons étudié quatre familles dans
lesquelles plusieurs enfants ont développé
une arthrite juvénile précoce (avant I'dge
de cing ans) et sévere. Par une technique
de séquencage de I’ADN a haut débit,
nous avons pu identifier des mutations
bialléliques du géne codant la protéine
LACC1 (laccase domain-containing 1)
chez tous les enfants atteints [1]. Ces
mutations conduisent toutes a une perte
d’expression de la protéine. La fonction de
LACCI, qui ne posséde pas d’homologie de

séquence peptidique avec d’autres pro-
téines de mammiferes, est encore assez
mal connue. Dans des modéles murins,
une perte d’expression de Laccl est asso-
ciée a une augmentation de I'inflamma-
tion. La protéine est également impliquée
dans le contréle des infections bacté-
riennes de Iintestin [2, 3]. Des travaux
de recherche ont par ailleurs révélé qu’elle
jouait un réle dans la transmission du
signal en aval de récepteurs impliqués
dans 'immunité innée [4].

Nous avons montré que LACCL est expri-
mée exclusivement dans les macrophages
différenciés a partir de monocytes san-
guins [1]. Cependant, nous n’avons pas pu
mettre en évidence un rdle de la protéine
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dans I'activation de 'une des trois voies
de signalisation classiquement impli-
quées dans le développement des mala-
dies inflammatoires monogéniques : la
voie de I’interféron de type | (IFN-I), la
voie impliquant le facteur de transcription
NFkB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells), et la voie de
Pinflammasome [5].

Identification de partenaires de LACC1
impliqués dans I’autophagie

Nous avons donc adopté une approche
non biaisée en réalisant un crible de
complémentation de fluorescence afin
d’identifier des partenaires de liaison
de LACCI. Le principe de ce crible est
de fusionner la protéine d’intérét avec
la moitié d’une protéine fluorescente
(appelée Venus), et de fusionner les ADN
complémentaires (ADNc) d’une banque
d’ADNc humains @ une séquence codant
I’autre moitié de la protéine Venus [6].
Ces deux constructions sont ensuite co-
exprimées dans des cellules de mammi-
fere. Dans les cellules ot LACCL interagit
avec la protéine synthétisée a partir de
’ADNc qu’elles ont incorporé, la protéine
Venus est reconstituée et devient fonc-
tionnelle. Elle émet alors un signal fluo-
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Figure 1. Principe du crible
par complémentation de fluo-

rescence. Les cellules sont

Venus reconstituée :
Fluorescente

o

LACC1

rescent permettant de trier les cellules
d’intérét, et ainsi d’identifier les parte-
naires de liaison de LACCI par séquen-
cage de I’ADNc qu’elles contiennent
(Figure 1).

Cette approche nous a permis d’identifier
une trentaine de partenaires de liaison
potentiels de LACCI, dont RACK1 (recep-
tor of activated protein C kinase 1) et
AMPK (AMP-activated protein kinase),
tous deux impliqués dans le contrdle de
autophagie [7, 8]. Linteraction de ces
deux protéines avec LACCl a été confir-
mée par co-immunoprécipitation [1].

LACC1 induit le flux autophagique dans
les macrophages

'autophagie est un processus cellu-
laire de dégradation et de recyclage du
contenu cytoplasmique et des membranes
par les lysosomes. Elle joue un role essen-
tiel dans la détoxification et le métabo-
lisme cellulaire, et son altération peut
contribuer a de nombreuses maladies
[9]. Nous avons donc étudié I’autopha-
gie dans des macrophages exprimant ou
pas la protéine LACCL, et avons observé
que la formation de vésicules d’auto-
phagie (les autophagosomes) était trés
diminuée en absence de LACCL. Ce phé-

co-transfectées avec un ADNc
codant LACCl et une banque
d’ADNc humains, chacune de ces
deux constructions étant fusion-
née avec I'un ou "autre fragment
de la séquence codant la pro-
téine fluorescente Venus. Dans le
cas d’une interaction protéique
entre LACCI et son partenaire de
liaison, les deux fragments de
la protéine Venus s’assemblent,
la rendant fluorescente, et les
cellules fluorescentes peuvent
étre sélectionnées par tri cellu-
laire. 'ADNc codant le partenaire
de liaison de LACCI est ensuite
séquencé afin d’identifier la pro-

téine qu’il code.

notype était comparable a celui que 'on
observe en absence de ATG5 (autophagy-
related 5), une protéine essentielle & la
formation des autophagosomes, ce qui
renforcait I’hypothése d’un réle de LACC1
dans le contréle du flux autophagique.
Au contraire, une surexpression de LACCI
dans des cellules Hela® conduit a une
augmentation du nombre d’autophago-
somes, donc du flux autophagique [1].

La culture des macrophages dans un milieu
pauvre en nutriments induit I’autophagie,
qui dépend de la phosphorylation de la
protéine AMPK. Cette phosphorylation est
identique en présence ou en I'absence de
LACCL, suggérant que LACCL intervient en
aval de AMPK dans la voie de I'autophagie.
Enfin, comme I"autophagie intervient
également dans I’élimination des corps
apoptotiques et des microorganismes
pathogénes [10], nous avons mesuré
la phagocytose de corps apoptotiques
ou de bactéries par des macrophages
exprimant ou pas LACCl, et nous avons
observé qu’elle était réduite en absence
de LACC1 [1].

2 Ces cellules tumorales établies en une lignée utilisée par
de trés nombreux chercheurs proviennent d’un préléevement
tissulaire réalisé en 1951 chez une jeune femme atteinte d’un
cancer métastatique du col de I'utérus.
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Figure 2. La protéine
LACCI favorise la produc-
tion de gouttelettes lipi-
diques dans les macro-
phages. La présence de

gouttelettes lipidiques a
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cifique dans des macro-
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ont été cultivés dans un

milieu classique (images de gauche) ou dans un milieu supplémenté en acides gras (images de droite). €n ’absence de LACC1, il n’y a pas de gout-

telettes lipidiques dans le cytoplasme des macrophages, et ce défaut peut &tre corrigé par I’ajout exogéne d’acides gras (palmitate).

Réle de LACC1 dans le métabolisme
lipidique et la respiration mitochondriale
L'autophagie dépendante d’AMPK est
essentielle a la production de goutte-
lettes lipidiques, source d’acides gras
[11]. Or, une diminution de la réserve
cellulaire en acides gras ainsi qu’une
dérégulation du métabolisme cellulaire
en absence de LACC1 avaient précédem-
ment été rapportées [12]. Nous avons
donc testé I'effet de I’absence de LACCI
sur la production de ces gouttelettes
lipidiques, et avons observé qu’elle était
trés diminuée dans les macrophages qui
ne synthétisaient pas LACC1 (Figure 2).
La production d’acétyl-CoA a partir des
acides gras alimente le cycle de Krebs, donc
la respiration mitochondriale, productrice
d’ATP. Dans les macrophages privés de
LACCI, nous avons effectivement constaté,
en mesurant leur consommation d’oxygene,
une diminution de la respiration mitochon-
driale, qui peut étre compensée par I'apport
d’acides gras dans le milieu extracellulaire.

Conclusion

Nous avons mis en évidence des mutations
bialléliques dans le gene codant la pro-
téine LACC1 chez plusieurs individus non
apparentés atteints d’arthrite juvénile a
début précoce. Cette protéine est expri-
mée exclusivement par les macrophages,
et les mutations identifiées entrafnent
toutes une perte de son expression. Nous
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ce processus. €n favorisant 'autophagie
dans les macrophages, LACC1 pourrait
permettre I’élimination de médiateurs
lipidiques de I'inflammation présents
dans les articulations. €n effet, les gout-
telettes lipidiques jouent un role protec-
teur pour la cellule en séquestrant les
acides gras et en limitant "accumula-
tion de différents lipides cytotoxiques. Le
recyclage des acides gras pourrait aussi
favoriser les fonctions régulatrices des
macrophages en contribuant a leur apport
énergétique par la respiration mitochon-
driale. Le contrdle de I’autophagie étant
fortement lié a la formation des lyso-
somes, LACC1 pourrait également inter-
venir dans d’autres fonctions cellulaires
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impliquant ces organelles, notamment la
présentation des antigénes aux lympho-
cytes. Plus généralement, un défaut de
trafic membranaire en ’absence de LACC1

pourrait expliquer le dysfonctionnement
de I’élimination de corps apoptotiques ou
de corps étrangers par phagocytose, et
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