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NOUVELLE

La diversité fonctionnelle des mutations
gain-de-fonction de NLRP3 modifie

PPapproche diagnostique des auto-
inflammations héréditaires CAPS

Camille Cosson, Romane Riou, Bénédicte F. Py

Les enjeux du diagnostic des maladies
auto-inflammatoires associées a NLRP3
Trois maladies auto-inflammatoires
associées a NLRP3 (anciennement nom-
mées syndromes périodiques associés a
la cryopyrine, CAPS) ont été décrites :
1) Pautoinflammation familiale au
froid, la plus bégnine des trois, carac-
térisée par des manifestations cuta-
nées et I'arthralgie ; 2) le syndrome de
Muckle-Wells, caractérisé par I’ajout
d’une atteinte des organes sensoriels
(surdité, inflammation oculaire), d’une
arthrite, et de migraines ; et 3) la mala-
die inflammatoire multisystémique a
début néonatal (également nommée
syndrome chronique infantile neuro-
logique, cutané et articulaire), qui
est caractérisée par une inflammation
du systéme nerveux central avec des
méningites chroniques et une inflam-
mation des articulations causant des
arthropathies déformantes, en plus des
autres manifestations déja citées [1].
€n réalité, les frontieres nosologiques
entre ces trois maladies sont assez mal
définies car les patients présentent des
combinaisons variées des différents
symptomes (Figure 1). Uamylose AA
inflammatoire est une complication
commune a ces maladies.

Ces maladies sont causées par des muta-
tions gain-de-fonction de NLRP3, codant

un senseur de
(=) Voir la Synthese
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stress cellulaire qui
assemble I"inflam-
masome [2] (=9).
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Ce complexe de signalisation contrdle la
sécrétion des cytokines inflammatoires
IL(interleukine)-1PB et IL-18, ainsi que la
mort cellulaire par pyroptose, libérant de
nombreuses alarmines inflammatoires.
Ces mutations sont le plus souvent héri-
tées, mais elles peuvent aussi se produire
de novo dans les cellules somatiques de
I’embryon, notamment dans le cas de la
maladie inflammatoire multisystémique
a début néonatal. Elles entrafnent une
dérégulation de la sécrétion d’IL-1[3,
qui rend compte de la plupart des symp-
témes, comme en témoigne I'effica-
cité du traitement par un antagoniste
de I'IL-1 chez la majorité des patients.
Cependant, ce traitement est inefficace
contre les lésions déja constituées, et la
prise en charge des patients devrait donc
bénéficier d’un diagnostic plus précoce.
Le diagnostic clinique repose sur une aug-
mentation des niveaux de protéines de la
phase aigué de I'inflammation (en anglais,
acute phase proteins) et sur la présence
d’au moins deux des critéres suivants :
urticaire, déclenchement au froid, sur-
dité neurosensorielle, méningite non infec-
tieuse, symptomes musculo-squelettiques.
Le résultat de I'analyse génétique molé-
culaire corrobore le diagnostic clinique.
Les variants de NLRP3 sont classés comme
pathogéniques, probablement pathogé-
niques, bénins, probablement bénins, ou
comme variants de signification incertaine,
d’apres leur fréquence dans la population,
leur association récurrente avec la mala-
die, la ségrégation familiale, ainsi que des

prédictions de pathogénicité fondées sur
des algorithmes in silico et des données
fonctionnelles [3] (Figure I). Néanmoins,
la pathogénicité reste débattue pour la
majorité des variants recensés dans les
bases de données Infevers! et ClinVar? [4].
Pour cette maladie rare (1/360000 nais-
sances en France), a pénétrance incom-
plete, I'identification des mutations
gain-de-fonction nécessite des tests fonc-
tionnels, qui reposent traditionnellement
sur la mesure de la sécrétion d’IL-1[3, en
réponse au lipopolysaccharide bactérien,
par des cellules exprimant le variant de
NLRP3 contenant la mutation. Le lipopo-
lysaccharide est utilisé comme activateur
du facteur de transcription NF-«B (nuclear
factor-kappa B) pour induire I'expression
de la pro-IL-1P. Néanmoins, il permet aussi
«’amorcage » de la protéine NLRP3, qui
augmente sa synthése et la sensibilise, par
des modifications post-traductionnelles,
a différents signaux d’activation, que I'on
peut classer selon le stress cellulaire qu’ils
induisent [2]. Ces divers stress cellulaires
controlent "assemblage de I'inflamma-
some. Ainsi, ces tests ne permettent pas de
distinguer les gains de fonction de NLRP3
correspondant & une sensibilisation de
la protéine aux signaux d’activation en
I'absence de signal d’amorcage, ni de dis-
tinguer les mutants a activité constitutive
ou déclenchée par "amorgage sans signal
d’activation.

1 https://infevers.umai-montpellier.fr/web/

% https://www.clinicalgenome.org/data-sharing/clinvar/
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Figure 1. Nouveau test fonctionnel pour les variants de NLRP3 : applications pour le diagnostic et le traitement des maladies auto-inflammatoires

associées a ces variants. Le test de I'activité de I'inflammasome (mort cellulaire et sécrétion de IL(interleukine)-1B et IL-18 apres I"expression de

variants de NLRP3 dans la lignée monocytaire U937, avec et sans amorcage (par du lipopolysaccharide bactérien, LPS) ou signal d’activation (nigé-

ricine) de la protéine, permet de caractériser les différents gains de fonction des mutants pathogenes, ce qui fournit des informations indispen-

sables pour le diagnostic des maladies auto-inflammatoires associées a ces variants (NLRP3-associated autoinflammatory diseases, NLPR3-AID),

et pour un accés argumenté des patients au traitement par des antagonistes de I'interleukine-1 (anti-IL-1). De plus, ce test standardisé permet

le criblage d’inhibiteurs pharmacologiques de NLRP3 sur les différents variants, et contribue ainsi a prédire la réponse des patients aux futures

molécules thérapeutiques. FCAS : autoinflammation familiale au froid ; NOMID : maladie inflammatoire multisystémique a début néonatal ; VUS :

variant de signification incertaine.

Hétérogénéité des mutants gain-
de-fonction de NLRP3 quant a leur
dépendance aux signaux d’amorcage
et d’activation

Pour caractériser les variants de NLRP3
fonctionnellement, nous avons développé
un test cellulaire standardisé dans lequel
I’expression, I'amorgage et I’activation
de NLRP3 sont controlés par des signaux
distincts [5]. Des cellules de la lignée
monocytaire humaine U937, invalidées
pour NLRP3, ont été complémentées par
des variants naturels de ce géne induc-
tibles par la doxycycline. Nous avons
ensuite mesuré I'activité de la protéine
variante en réponse a I'induction du géne
par la doxycycline, en I"absence ou en
présence d’un signal d’amorcage fourni
par le lipopolysaccharide, ou d’un signal
d’activation fourni par la nigéricine (une
toxine bactérienne activatrice de NLRP3)
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(Figure 1). Avec ce test standardisé, nous
avons réalisé la plus grande étude fonc-
tionnelle comparative des variants de
NLRP3 (34 variants différents) a ce jour, et
les principaux résultats ont été validés sur
des monocytes de patients (représentant
11 variants). Par groupement non biaisé,
les variants sans retentissement fonc-
tionnel ont été différenciés des mutations
gain-de-fonction pathogéniques. Celles-ci
se sont révélées hétérogenes. Alors que
certains mutants de NLRP3 présentent
une activité constitutive dés leur expres-
sion, I'activité des autres mutants néces-
site un stimulus supplémentaire : signal
d’amorcage ou d’activation indifférem-
ment, signal d’amorgage spécifiquement,
ou signal d’activation spécifiquement [5].
Ces derniers mutants, activés par un signal
d’activation indépendamment de tout
amorgage, n’étaient pas identifiés par

les tests précédents [6]. Certains de ces
mutants sont d’ailleurs relativement fré-
quents dans la population générale (par
exemple, le mutant NLRP3Y%K [gluta-
mine en position 703 substituée par une
lysine] est présent chez environ 1 personne
pour 2000 (0,04 %), mais ils ne sont pas
toujours associés a la maladie, et cor-
respondraient donc plutdt a des alleles
hypermorphes® de susceptibilité a I'auto-
inflammation. Ils sont parfois associés a
des manifestations cliniques atypiques,
par leur apparition a I'Gge adulte, ou par
leur nature méme (e.g., surdité en I'ab-
sence d’atteinte cutanée ou de fievre) [6].
Ces nouvelles données invitent donc a
revoir le diagnostic et les options thé-

% 0n qualifie d’hypermorphe un alléle qui correspond a
une surexpression du géne sauvage ou qui code une forme
hyperactive de son produit
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Figure 2. Identification des structures impliquées dans I’activation de NLRP3 par I’analyse de ses
variants naturels. Les mutations gain-de-fonction de NLRP3 sont concentrées au site ATPase de
la protéine, aux interfaces entre sous-domaines impliqués dans le changement conformation-
nel responsable de son activation, dans un sillon accessible a la surface de la protéine, sans
fonction connue, et a Iinterface entre le domaine leucine-rich repeats (LRR) et une boucle
acide (en rouge). La mise en évidence de ces structures clés pour le contrdle de I’activation de
NLRP3 permettra d’orienter les recherches mécanistiques et de les cibler pharmacologiquement.
Les spheres colorées indiquent les mutations gain-de-fonction de NLRP3 responsables d’une
activité constitutive de la protéine (en rouge), d’une activité dépendante indifféremment
de I"amorgage ou du signal d’activation (en vert), d’une activité dépendante strictement de
I’amorcage (en jaune) ou strictement du signal d’activation (en bleu), ainsi que les variants

sans gain de fonction (en gris). PYD : domaine pyrine ; NACHT : domaine nommé d’aprés les

autres protéines qui le possédent (NAIP, CIITA, HET-€ et TEP1).

rapeutiques pour ces personnes. Le lien
entre le profil d’activation des mutants de
NLRP3 dans un test cellulaire et les mani-
festations cliniques de la mutation est
assez lache. &n effet, méme si les manifes-
tations cliniques sont en partie corrélées
avec le génotype, elles peuvent varier
fortement au sein d’une méme famille.
De plus, depuis utilisation thérapeutique
des antagonistes d’IL-1, la sévérité des
symptomes est plus fortement liée au délai
de prise en charge des personnes atteintes
de la maladie qu’a la nature de la muta-
tion. Néanmoins, la plupart (4 sur 5) des
mutations « somatiques »* de NLRP3 qui
étaient accompagnées de symptdmes

4 Ce terme désigne les mutations survenant dans une cellule
non germinale. A la différence des mutations survenant dans
une cellule de la lignée germinale, les mutations somatiques
ne peuvent pas étre transmises a la descendance.
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correspondaient a des protéines consti-
tutivement actives [5]. Ces mutations
ne sont qu’exceptionnellement héritées
et présentes dans toutes les cellules de
I’individu, probablement parce qu’alors
incompatibles avec sa survie.

Hétérogénéité des mutants de NLRP3
quant a leur sensibilité aux inhibiteurs
pharmacologiques

Plusieurs inhibiteurs directs de NLRP3
sont en cours de développement, mais
la sensibilité des mutants pathogé-
niques de NLRP3 au composé phare
MCC950 est débattue [7, 8]. Par le méme
test que celui utilisé précédemment
pour la caractérisation fonctionnelle
des mutations, nous avons mesuré la
sensibilité de chacun des 34 variants
de NLRP3 a deux inhibiteurs directs,

MCC950 et CY-09, et deux inhibiteurs
indirects, G5 et CRT0066101, ciblant des
modifications post-traductionnelles de
la protéine [9, 10]. Bien que minori-
taires, quelques mutants étaient résis-
tants a MCC950 (5 sur 34), qui cible
une région impliquée dans le change-
ment conformationnel accompagnant
I’activation de NLRP3, une région qui
concentre les mutations. €n revanche,
tous les mutants étaient sensibles a
CY-09, un inhibiteur dont pourraient
donc bénéficier un plus grand nombre de
patients. Enfin, en absence d’amorgage,
tous les mutants étaient résistants a
CRT0066101, ce qui suggere I'existence,
dans ces conditions, d’une voie d’acti-
vation alternative de NLRP3, en accord
avec une étude récente décrivant deux
voies distinctes d’assemblage de I'in-
flammasome [5, 11].

La caractérisation des mutants
gain-de-fonction de NLRP3 permet
d’identifier les domaines clés

pour le controle de I’assemblage

de ’inflammasome

Linflammasome NLRP3 est un acteur
important de I’inflammation délétere
associée a de nombreuses maladies com-
munes, métaboliques (diabéte de type 2),
cardiovasculaires (athérosclérose) ou
neurodégénératives (maladie d’Alzhei-
mer) [12]. Une meilleure compréhension
de son mécanisme d’activation est un
prérequis pour le développement d’inhi-
biteurs spécifiques a fort potentiel théra-
peutique. La plupart des études mécanis-
tiques reposent sur des modeles murins,
et la caractérisation fonctionnelle des
mutations responsables des maladies
auto-inflammatoires associées a NLRP3
apporte des données complémentaires
chez ’lhomme. Uactivation physiologique
de NLRP3 résulte d’un échange ADP/ATP
conduisant a un changement conforma-
tionnel majeur de la protéine. Comme
attendu, les mutations gain-de-fonc-
tion de NLRP3 sont concentrées au site
ATPase de la protéine, et aux interfaces
entre sous-domaines impliqués dans ce
changement conformationnel. De plus,
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nous avons identifié un sillon a la sur-
face de la protéine (donc a priori acces-
sible a d’éventuelles molécules a visée
thérapeutique), comprenant six acides
aminés consécutifs, dont les mutations
conduisent a une activité constitutive de
NLRP3 [5]. Nous tenterons d’élucider son
role dans le contrdle de "assemblage de
I"inflammasome, afin de saisir "oppor-
tunité de le cibler pharmacologiquement.
Enfin, "accumulation des mutations
gain-de-fonction dans le domaine « leu-
cin-rich repeats (LRR) » C-terminal de
NLRP3 suggere que le maintien d’une cer-
taine boucle acide dans la phase concave
du LRR, stabilise la forme inactive de la
protéine [13]. Ainsi, notre analyse des
variants naturels de la protéine NLRP3
humaine fournit de nouvelles informa-
tions sur les différents domaines contrd-
lant son activation (Figure 2).

Perspectives

La caractérisation fonctionnelle des
variants naturels de NLRP3 est actuel-
lement indispensable au diagnostic des
maladies auto-inflammatoires qui leur
sont associées. 'analyse fonctionnelle
d’un plus grand nombre de mutants,
I’affinement de notre compréhension
des mécanismes structuraux de I'activa-
tion de cette protéine, et les progrés de
I’analyse par I'intelligence artificielle,

m/s n® 10, vol. 40, octobre 2024

pourraient permettre de prédire in silico
la pathogénicité de nouveaux variants
de NLRP3, comme le
propose I’algorithme
d’apprentissage
automatique Alpha-
Missense [14] (=P).
Les outils que nous avons développés sont
directement applicables pour le dévelop-
pement de nouveaux inhibiteurs phar-
macologiques de NLRP3, en utilisant le
profil de résistance des différents variants
de la protéine a ces inhibiteurs comme
signature de leurs mécanismes d’action
et des régions ciblées. Dans le futur, cette
approche pourrait également permettre
de prédire, pour chaque mutation, I’effi-
cacité de différentes thérapies. ¢
Functional diversity of NLRP3 gain-
of-function mutations and impact on
the diagnosis of CAPS hereditary auto-

(=) Voir la Chronique
génomique de

B. Jordan, m/s n° 12,
décembre 2023,

page 981

inflammation disease
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