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Résumé :

Les femmes représentent 80 % des personnes affectées par les maladies auto-immunes. Le role
des hormones sexuelles sur la réponse immune est bien documenté, résultant en particulier de
la fixation des cestrogeénes sur leurs récepteurs nucléaires exprimés par nombre de cellules
immunitaires. En plus de I’action des hormones stéroides sexuelles, des preuves s’accumulent
en faveur d’un role des facteurs génétiques liés au chromosome X. Chez la femme, suite aux
mécanismes d’inactivation de I’X (ICX), un des deux chromosomes X est inactivé de maniere
aléatoire, générant ainsi une mosaique de cellules exprimant des génes de 1’X hérités soit de la
mere soit du pere portés par I’X actif. Cependant, 15 a 23 % de genes de 1’X inactif (Xi)
échappent a I’'ICX, contribuant a I’émergence d’une autre population hétérogene de cellules
exprimant le méme gene a partir des deux chromosomes X. Parmi ces génes, certains genes de
I’immunité ont été récemment identifiés. Si la contribution directe de ce mécanisme de dosage
génétique dans la susceptibilité a 'auto-immunité reste encore a étre explorée en profondeur, le
mosaisme cellulaire résultant de I'ICX et de I’échappement a I’'ICX induit une plasticité

fonctionnelle unique au sein des cellules immunitaires de femmes.

Mots clés: Maladies auto-immunes, différences liées au sexe, lupus érythémateux systémique,

inactivation du chromosome X.



Abstract

Women represent 80 % of people affected by autoimmune diseases. Although, many studies
have demonstrated a role for sex hormone receptor signaling, particularly estrogens, in the
direct regulation of innate and adaptive components of the immune system involved in
autoimmunity, recent data demonstrate that female sex hormones are not the only cause of the
female predisposition. In addition to the action of sex steroid hormones, there is growing
evidence for a role of genetic factors linked to the X chromosome. In female mammals,
following the mechanisms of X chromosome inactivation (ICX), one of the two X
chromosomes is randomly inactivated, resulting in a cellular mosaicism, where about one-half
of the cells in a tissue express the maternal X chromosome and the other half the paternal one.
However, 15-23 % of inactive X (Xi) genes escape XCI, contributing to the emergence of a
female specific heterogeneous population of cells expressing the same gene from both X
chromosomes. Among these genes, some immune-related genes have recently been identified.
Although the direct contribution of this genetic mechanism in the female susceptibility to
autoimmunity remains to be fully established, the cellular mosaicism resulting from XCI and

escape from XClI is likely to create a unique functional plasticity within female immune cells.

Keywords : Autoimmune diseases, Sex bias, Systemic lupus erythematosus, X chromosome

inactivation



1. Introduction

La diminution du niveau des maladies infectieuses dans les pays développés est associée
a l'augmentation concomitante de la prévalence des maladies auto-immunes [1]. Bien que
I’influence de facteurs environnementaux agissant sur des individus génétiquement prédisposés
soit un élément important contribuant au développement de I'auto-immunité, les facteurs
intrinseques comme les prédispositions génétiques et le sexe jouent un réle majeur dans la
prévalence de ces troubles immunologiques [2]. En effet, les maladies auto-immunes (MAI)
affectent différemment les femmes et les hommes. Environ 5 % de la population dans les pays
industrialisés souffrent de MAI, soit environ 23 millions de sujets aux USA [3], parmi lesquels
les femmes représentent de 70 % a plus de 80 % des personnes affectées. C’est le cas en
particulier pour le syndrome de Goujerot-Sjogren, la sclérodermie systémique, le lupus
érythémateux systémique (LES), les maladies auto-immunes thyroidiennes (maladies de Grave
et d’Hashimoto), la sclérose en plaques et la polyarthrite rhumatoide. Pourquoi ces différences
de susceptibilité¢ ? En général, les femmes développent des réponses immunitaires plus
rapidement, de plus forte amplitude et de meilleure qualité que les hommes en réponse a
différents types de pathogenes. Cela a été bien illustré dans la réponse aux infections virales ou
a la vaccination [4]. Une immunité accrue chez les femelles, qui est un phénomene bien
conservé au cours de I’évolution, serait en partie responsable de la prédominance féminine des
MAL 1l est donc vraisemblable que les mécanismes immunologiques qui fagonnent le biais
sexuel dans les maladies infectieuses et 'immunité acquise contre les agents pathogenes soient
également les mémes que ceux qui contribuent a 'augmentation de l'incidence des MAI chez
les femmes. La compréhension de ces voies peut donc avoir des implications non seulement
pour le traitement de ces troubles immunopathologiques, mais également pour promouvoir une
immunité protectrice optimale en réponse a des agents pathogenes ou pour améliorer I'efficacité

des vaccins.



2. Biais de sexe dans les maladies auto-immunes: role du dosage des chromosomes X
Dans la plupart des especes eucaryotes, le sexe de I’individu est déterminé a partir de la
paire de chromosomes sexuels hétéromorphiques. Chez les mammiferes, la femelle est
homogametique avec 2 chromosomes X et le male est hétérogamétique avec 1 chromosome X
et 1 chromosome Y formant la paire de chromosomes sexuels. Le chromosome Y est un petit
chromosome de 59 Mb comparé aux 154 Mb du chromosome X qui code pour plus de 1000
genes. Le chromosome Y contient environ 70 geénes essentiellement impliqués dans la
formation des gonades males (Sry) et la spermatogénese. La présence de Sry détermine le
développement des testicules, et en 1I’absence de Sry, le développement se fait par défaut vers
le sexe femelle. Ce mécanisme a été utilisé dans le modele des souris « Four core génotype »
(FCG) pour étudier I'impact de I’expression des chromosomes sexuels XX ou XY
indépendamment de la présence d’hormones males ou femelles. Ainsi, les souris males
dépourvues du géne Sry (Y57") se développent avec des ovaires au lieu de testicules et partagent
un fond hormonal féminin similaire a celui des souris XX. Le rétrocroisement de ces femelles
avec des males exprimant un transgene Sry sur un autosome donne des animaux porteurs de
testicules XX Sry* et XY57" Sry*. Ainsi, il a été possible de comparer les souris XX et XY5""
indépendamment du sexe gonadique. Dans les deux modeles, les porteurs du chromosome
sexuel XX ont développé une sensibilité accrue au syndrome lupique, par rapport aux souris
XY, et ce quel que soit I’environnement hormonal méale ou femelle [5, 6]. Cette observation est
a rapprocher des données chez les hommes atteints du syndrome de Klinefelter (47, XXY),
porteurs d'un ou plusieurs chromosomes X supplémentaires mais considérés méales par ailleurs,
qui ont un risque équivalent aux femmes de développer un lupus ou un syndrome de Sjogren
[7, 8]. Ceci suggere fortement que le nombre de chromosomes X, constitue en soi un facteur de

risque pour ces MAL Ces observations ont conduit a I’hypothese que les genes candidats sur le



chromosome X inactif (Figure 1) pourraient potentiellement contribuer au développement de
I’auto-immunité, en particulier des syndromes de SLE et de Sjogren. Cependant bien que la
force du modele « FCG » soit de distinguer les effets des chromosomes sexuels de ceux des
hormones sexuelles, une de ses limitations est l'incapacité de différencier entre 1'ajout d'un Xi

et la perte d'un chromosome Y.

3. Echappement a Dinactivation du chromosome X et susceptibilité aux maladies
autoimmunes : les génes candidats

Les régions pseudo autosomales du chromosome X, PAR1 et PAR2 (pseudoautosomal
region 1 et 2), portent une minorité de génes liés a 1'X avec des homologues fonctionnels sur le
chromosome Y, et ces genes (par exemple CSF2RA, SLC25A6 et IL3RA sur PAR1 ou IL9R
sur PAR2) ne sont pas soumis a I’'ICX (Figure 1). En effet, ces régions télomériques sont la
seule partie des chromosomes sexuels qui peuvent se recombiner lors de la méiose masculine
[9]. La plupart des genes situés en dehors des régions pseudo-autosomiques, cependant, sont
uniques au chromosome X avec deux exemplaires chez la femme et un seul chez I'hnomme. Une
grande partie de ces genes codent pour des protéines et des micro-ARN connus pour réguler
directement ou indirectement la réponse immunitaire [10-12]. Des mutations de perte de
fonction dans certains de ces genes (par exemple BTK, WAS, IL2RG, FOXP3) provoquent des
déficits immunitaires primaires li€s a I'X [11]. Les genes de deux TLR endosomaux, TLR7 et
TLRS, sont portés sur une région non pseudo-autosomique de Xp et sont maintenus sous une
forte sélection purificatrice, qui atteste de fonctions vitales non redondantes [13] (Figure 1). En
support du role clé de TLR7 dans certaines infections, une étude récente vient d’identifier des
mutations perte-de-fonction de TLR7 associées a des formes séveres de COVID-19 chez des
hommes jeunes, suggérant un role clé de TLR7 dans la réponse protectrice anti-SARS-CoV2

[14]. Chez les mammiferes femelles, I'un des deux chromosomes X est inactivé aléatoirement



pour équilibrer le dosage de 1'expression génique entre les sexes. Le processus d'inactivation du
chromosome X (XCI) entraine un mosaisme cellulaire, ou environ la moitié des cellules d'un
tissu expriment le chromosome X maternel et l'autre moitié le chromosome paternel.
L'inactivation de 1'X est établie a un stade précoce de I'embryogenese féminine mais 15 a 23 %
des geénes humains liés a 1'X échappent a XCI et sont ainsi exprimés a la fois a partir du
chromosome X actif (Xa) et inactif (Xi) dans certains tissus ou individus [15, 16]. Le
chromosome X code de nombreux genes associés directement ou indirectement a 1'immunité
(Figure 1), certains d'entre eux échappent a I'ICX a des niveaux variables et pourraient
contribuer au biais de sexe dans les MAIL. Nous résumerons ici les connaissances concernant
les genes les plus prometteurs.

TLR7 & TLRS. Parmi les genes de I'immunité liés a 1'X, TLR7 et TLRS, qui
reconnaissent des produits de dégradation de I'ARN simple brin, représentent trés probablement
des genes candidats majeurs. Plusieurs études ont démontré que 1'expression de deux copies de
Tlr7 ou TIr8 seul était suffisante pour induire 1'auto-immunité chez la souris [17 , 18, 19], alors
que les souris déficientes pour 7Tlr7 d'un fond génétique prédisposant au lupus sont
significativement protégées contre 1'auto-immunité [20]. TLR7 joue un rdle clé dans la réponse
B dans le lupus, la production d’autoanticorps anti-RNP, ainsi que dans la production d’IFN-I
par les pDCs [21]. Nous avons montré que TLR7 échappe a I'ICX dans les pDCs, les cellules
B et les monocytes de femmes, ainsi que des hommes Klinefeleter (47, XXY) [22]. En plus des
cellules présentant, comme attendu, une expression mono-allélique du gene porté par I’X
d’origine paternel ou maternel, nous avons détecté chez tous les sujets, une proportion de
cellules présentant une expression biallélique de TLR7 avec des fréquences allant de 7 a 45 %
en fonction des sujets (Figure 1B). Nous avons montré que I’expression de la protéine TLR7
était plus élevée dans les leucocytes de femmes comparés aux hommes, et établi un lien de

causalité entre lymphocytes B bialléliques et différentiation en plasmocytes CD27" ou la



commutation de classe IgG* des cellules B naives suite a I’engagement de TLR7 [22]. Ces
résultats suggerent un avantage fonctionnel des lymphocytes B alléliques [2]. Bien que TLRS
soit localisé sur la méme région génomique que 7LR7, leurs profils d’expression cellulaire sont
tres différents [19]. TLRS8 est exprimé par les monocytes et les neutrophiles, alors que TLR7
est principalement retrouvé dans les lymphocytes B, les pDCs, les monocytes et a un degré
moindre dans les lymphocytes T [23]. TLRS, comme TLR7, échappe a I'ICX chez la souris,
mais les conséquences fonctionnelles ne sont pas connues [24].

CXorf21/TASL. Un polymorphisme génétique dans la région Xp21.2 dans I’exon
codant pour le géne CXorf21 a été mis en évidence comme fortement associé au LES dans des
populations Européennes [25]. La fonction de ce geéne dont I’expression est induite par les IFN-
I vient d’étre récemment identifiée. Il s’agit de la protéine TASL (TLR adaptor interacting with
SLC15A4 on the lysosome), une molécule adaptatrice requise pour le recrutement et
I’activation de la voie IRF-5 suite a ’engagement des récepteurs TLR endosomaux TLR7, 8 et
9 [26]. TASL partage une homologie fonctionnelle avec les protéines adaptatrices STING,
MAVS et TRIF, et joue un rdle pivot dans I’activation de la voie TLR7/8/9-IRF5 [26]. Du fait
de ce role central dans I’activation des TLRs spécifique de ’ADN double brin (TLR9) et des
ARN simple brins (TLR7 et TLR8), il est possible que le contrdle de 1’expression de TASL
contribuerait au biais de sexe observé dans certaines MAI comme le LES, sans qu’il existe a ce
jour de données solides montrant que CXorf21/TASL échappe a I'ICX.

CXCR3 & CD40L. L.’ analyse de I’expression de I’ ARN XIST/Xist par RNA FISH dans
les lymphocytes quiescents et activés a I’échelle unicellulaire a mis en évidence un défaut de
localisation du Xist sur le Xi dans les cellules T et B matures quiescentes [27]. La relocalisation
du RNA Xist sur le Xi est retrouvée lors de 1’activation lymphocytaire suggérant que 1’absence
de Xist pourrait contribuer a la réactivation de genes de I’Xi dans les lymphocytes quiescents

[27, 28]. L'expression biallélique de génes de 1’X 1iés a 'immunité tels que CXCR3 et CD40LG



a été documentée respectivement dans les cellules T et dans les cellules B transformées par
EBYV avec des fréquences allant de 4 % a 5 % [27]. L’échappement a I’'ICX a été récemment
confirmé de maniere élégante dans un modele murin de souris double rapporteur pour
I’expression de CXCR3 [29]. Dans un modele d’infection a L. mexicana , des cellules T bi-
alléliques pour CXCR3 ont ainsi pu étre identifiées et présentaient des différences
fonctionnelles comparées aux cellules mono-alléliques [29]. CD40L est un autre gene de I’'X
suspecté d’échapper a I’'ICX dans les lymphocytes T [27]. Une étude récente a montré qu’une
duplication de CD40LG était associée a des manifestations auto-immunes, une augmentation
de I’expression de CD40LG et de la capacité fonctionnelles des lymphocytes T a promouvoir
I’activation et la différentiation des lymphocytes B in vitro [30].

KDMe6a. Kdmb6a (lysine déméthylase 6A), également connue sous le nom d'Utx) est un
gene lié a 1'X, qui échappe a I'ICX chez I’'Homme et la souris [31]. KDMb6a retire les marques
répressives associées a la triple méthylation de la lysine 27 de I’histone H3 (H3K27me3) et
peut s’associer avec la methyltransferase KMT2D qui peut ajouter les marques activatrices sur
la lysine 4 de I’histone H3 (H3K4me3), rendant la chromatine permissive. Les cellules T de
souris femelles expriment davantage le géne Kdm6a que celles des males. Le role de Kdmb6a
dans 1’auto-immunité est montré par le phénotype des souris déficientes pour ce gene dans les
lymphocytes T qui présentent un maintien du pool de lymphocytes T naifs et un défaut de
différenciation des lymphocytes T pathogenes dans un modele de Sclérose en plaques chez la
souris [32]. Cette observation pourrait expliquer I’ effet protecteur de la Metformine, qui bloque
I’activité déméthylase de KDM6a, dans le diabete de type 1 [33].

Cependant méme si I’ensemble de ces genes représentent des candidats certains, le lien
de causalité entre échappement a I’ICX de ces genes et la plus grande susceptibilité des femmes
a développer des maladies auto-immunes reste a démontrer et nécessitera la mise en place de

nouveaux outils génétiques appropriés chez la souris.



4. Interactions entre sexe et polymorphisme génétique: le cas du polymorphisme rs179008
de TLR?7. Certains polymorphismes génétiques sont responsables de différences d’expression
fonctionnelles en fonction du sexe, c’est-a-dire que I’effet du génotype est différent entre les
males et les femelles [34]. Nous avons récemment identifi€ un polymorphisme de TLR7
(rs179008) causant une différence d’expression fonctionnelle entre les hommes et les femmes
[23]. 1l existe en effet un fort biais de sexe dans la production d’IFN-I par les pDCs humaines,
les pDC des femmes présentant une capacité accrue a produire des IFN-I en réponse a une
stimulation par TLR7 [35]. Ce biais de sexe trés robuste dans la production d’IFN-a par les
pDCs met en jeu I’activation intrinseque du récepteur aux cestrogenes dans les pDCs [36 , 37],
et également un mécanisme dépendant du dosage des chromosomes X [38]. Nous avons mis en
évidence que la présence de 'allele « T » de rs179008, porté par 30 a 50 % des femmes
européennes, diminue I’expression de la protéine TLR7 et la production d’IFN-I par les pDC
chez les femmes, mais pas chez les hommes [23]. La présence de ce polymorphisme pourrait
jouer un role important dans les infections virales sélectivement chez les femmes comme nous
I’avons montré chez des personnes infectées par le VIH-1 en phase aigué [23], mais également
dans la susceptibilité au LES comme le suggere une étude [39]. En augmentant la susceptibilité
des femmes a certaines infections virales, un défaut de contrdle des infections virales pourrait

promouvoir le déclenchement du LES [40, 41].

5. Conclusion

Les hormones sexuelles jouent un rdle incontestable dans la plus grande susceptibilité des
femmes a développer des MAL Plus récemment, il a été montré que des facteurs génétiques
liés a I’X contribuent a modifier la plasticité fonctionnelle des cellules immunitaires femelles.

En effet, un nombre restreint de genes contrdlant directement ou indirectement I’immunité ont
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été identifiés comme échappant a I'ICX et exprimés de maniere plus importante dans les
cellules du systeme immunitaire inné et adaptatif. Nos résultats montrent que c’est le cas pour
TLR7, conférant ainsi une plus grande plasticité fonctionnelle aux lymphocytes B. Cependant
le lien de causalité direct entre I’échappement a I'ICX de TLR7, ou d’autres genes liés a I’X, et

la survenue de pathologies auto-inflammatoires comme le LES reste a démontrer.
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Figure 1. Geénes liés au chromosome X susceptibles de contribuer au dimorphisme sexuel
dans les réponses immunitaires. (A) Le chromosome X humain, d’une taille de 154 MB, code
pour environ 1100 genes, parmi lesquels un grand nombre est impliqué dans les réponses
immunitaires (TLR7/8, CXorf21/TASL, WAS, BTK, FOXP3, IL2RG, IRAKI...). Le géne
TLR7, localisé sur le bras court du chromosome X , est capable d’échapper a I’inactivation du
chromosome X. Les autres geénes dont I’échappement a été montré sont annotés par un
astérisque (*). (B) Les femmes possedent deux chromosomes X hérité de chacun des parents
(Xm :X maternel en bleu et Xp :X paternel en rouge). Afin d’équilibrer le dosage des geénes
porté par le chromosome X entre hommes et femmes, un mécanisme d’inactivation aléatoire de
I’un des deux X se met en place au cours du développement embryonnaire chez la femme. Ce
processus, est initié par le recouvrement en cis du long ARN non codant XIST (vert) entrainant
la répression transcriptionnelle du futur chromosome inactif (Xi). Il en résulte alors un
mosaisme cellulaire ou en théorie dans la moitié des cellules le chromosome actif (Xa) est
d’origine maternelle et dans I’autre moitié d’origine paternelle. Cependant certains genes
peuvent échapper, dont TLR7, générant une hétérogénéité cellulaire dans I’expression des
genes liés a I’X. (C) Par une approche sur cellule unique (RT-PCR-KASP), développée par
notre laboratoire, 1’expression allélique de TLR7 au sein des pDC, LB et monocytes, a été
analysée grace a I'utilisation du polymorphisme G/C situé dans le 3’UTR des transcrits de
TLR7.Comme attendu, chez les hommes hémizygote GO ou CO, une seule population de
cellules correspondant au génotype est détectée (vert : allele G /bleu : allele C). Cependant,
chez les femmes de génotype G/C, en plus des deux populations cellulaires exprimant I’allele
G ou C, une troisieme population exprimant les deux alleles de TLR7 (rouge) est également
détectée, ce qui démontre que TLR7 échappe a I’inactivation, générant ainsi une hétérogénéité

cellulaire propre a la femme.
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